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内 容 简介 


本 书 汇集 第 五 次 全 国生 化 学 术 会 议 的 综述 报告 和 特约 论文 共 十 篇 。 这 
些 论文 既 概 括 了 当前 国际 上 生化 发 展 的 动向 ,也 介绍 了 我 国生 化 科 学 工作 
者 在 有 关 领 域 中 的 贡献 和 成 果 。 主 要 内 容 : 蛋白 质 的 结构 ,运动 与 功能 ; 膜 
脂 - 膜 蛋白 的 相互 作用 ;叶绿体 中 电子 传递 与 磷酸 化 ;胰岛 素 分 子 结 构 与 功 
能 关系 的 复杂 性 ;遗传 工程 用 于 细菌 性 腹 海 疫苗 的 研究 :血清 脂 蛋 白 和 载 脂 
蛋白 的 研究 ; 癌 基 因 与 肿瘤 酶 学 及 癌变 原理 的 研究 ;农业 生化 的 研究 进展 
等 。 
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了 应 用 各 个 领域 的 四 千 余 种 期 刊 中 ,无 论 以 发 表 的 论文 篇 数 或 者 以 被 引 用 其 文章 的 


。。 次数 统 计 ,生物 化 学 方面 的 杂志 都 占领 先 地 位 。 例 如 以 被 引用 次 数 统计 J. Biol. Chem, 


Biochim .Biophys. Acta 和 Biochemistry 分 别 占 第 一 五 .十 位 ,而 且 在 前 十 名 中 的 Nature， 
_ Proc. Nat, Acad. Sci. 和 Science 三 种 综合 性 刊物 中 有 关 生 物化 学 的 论文 也 都 占有 极 大 
的 比重 。 其 次 再 从 生物 化 学 一 些 重要 发 展 的 深远 影响 来 看 ,五 十 年 代 以 来 由 于 在 生物 化 学 
方面 的 贡献 而 获得 诺 贝 尔 奖金 的 占 了 生理 及 医学 奖 的 一 半 以 上 ,同时 还 占 了 化 学 奖 的 三 
分 之 一 ,这 一 比例 已 经 远 远 超过 在 本 世纪 的 上 半 世 纪 中 由 于 核 物理 研究 方面 的 贡 献 而 得 
奖 的 比例 。 这 些 事实 充分 说 明了 生物 化 学 在 现代 科学 发 展 中 的 领先 地 位 。 

在 我 国 , 生 物化 学 的 发 展 有 较 长 的 历史 ,特别 是 解放 以 来 取得 了 不 少 重要 成 果 , 发 展 
尤为 迅速 。 在 《第 五 次 全 国生 物化 学 学 术 会 议论 文摘 要 汇编 * 上 发 表 的 论文 在 数量 及 质量 
两 方面 都 远 远 超过 了 过 去 的 水 平 。 这 次 大 会 所 组 织 的 综述 报告 也 和 过 去 不 同 , 做 到 既 概括 
! 了 当前 国际 上 生物 化 学 发 展 的 动向 ,又 介绍 了 我 国 工 作者 在 这 些 领 域 中 的 贡献 。 特 别 可 喜 
的 是 ,一 些 中 年 科学 家 也 在 大 会 作 了 重要 的 综述 报告 并 受到 普遍 的 欢迎 。 由 于 会 议 时 间 所 


pe eS IGF 


物 物理 学 的 科研 ,教学 和 其 他 工作 者 参考 。 对 于 有 关 专 业 的 研究 生 和 大 学 高 年 级 学 生 了 解 
这 一 学 科 的 动态 也 是 十 分 有 益 的 。 

由 于 我 们 对 于 全 国生 物化 学 工作 者 的 专业 了 解 不 够 ,特别 是 对 近年 来 在 国 内 外 的 工 
作 中 获得 重要 成 果 并 充分 掌握 本 专业 动态 的 同志 了 解 不 够 ,这 本 小 册子 对 于 生 物化 学 领 
 。 域 中 一 些 极为 重要 的 方面 不 免 有 所 遗漏 。 我 们 希望 以 后 每 届 全 国生 物化 学 学 术 会 议 上 的 
综述 报告 和 一 些 特 逆 的 综述 论文 都 能 出 版 ,这 对 于 促进 我 国 这 -一 重要 学 科 领 域 的 发 展 并 
| 隶 速 赶 上 世界 先进 水 平 必 将 有 所 神 益 。 
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限 和 其 他 原因 ,还 有 一 些 重要 的 综述 未 能 在 大 会 报告 。 因 此 我 们 将 大 会 综述 报告 和 一 些 特 : 
米 的 综述 论文 收集 在 这 本 小 册子 中 , 供 广大 生物 化 学 及 有 关 学 科 特 别 是 分 子 生 物 学 和 生 
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q : 蛋白 质 的 结 构 


、 运 动 和 功能 
(中 国 和 学院 生物 物理 研究 有 Pile A aL Ye 


Tat an 
mat 


Be ae a i | 
一、 蛋白 质 构象 研究 的 重要 性 1。 不 同 亚 基 不 同 功能 
。 三、 蛋白 质 的 晶体 结构 2. 相同 亚 基 相 同 功能 
1, “螺旋 蛋白 3。 相同 亚 基 非 对 称 排列 


2.。8 折 释 蛋 白 4。 相 同 亚 基 构 象 的 微观 不 均一 性 
3.。c+B 和 蛋白 五 、 蛋 白质 肽 链 的 伸展 与 卷曲 

4, o/B EA 1, 伸展 与 卷曲 过 程 

5。 无 规 卷曲 (random coil) =A 2。 伸 展 与 卷曲 过 程 中 的 活性 变化 


三 、 蛋 白质 分 子 的 运动 性 六 、 结 束 语 
四 、 守 聚 蛋白 亚 基 的 微观 不 均一 性 : 


一 、 有 蛋白 质 构象 研究 的 重要 性 


Le 
if 分 子 生 物 学 是 通过 对 生命 体 的 物质 基础 ,特别 是 蛋白 质 、 酶 .核酸 等 生物 大 分 子 的 结 
构 和 运动 规律 的 研究 揭示 生命 现象 本 质 的 科学 ,其 核心 是 研究 生物 大 分 子 结构 ,运动 与 功 
能 的 关系 。 有 关 生 物 大 分 子 化 学 结构 的 研究 ,已 经 达到 了 相当 高 的 水 平 , 就 蛋白 质 而 言 ,已 
有 上 千 种 蛋白 质 的 化 学 结构 得 到 盖 明 ,其 中 包括 较 大 的 分 子 , 如 B- 半 乳糖 苷 酶 (B-galact- 
osidase) 中 的 1,021 个 氨基 酸 的 排列 顺序 Dal。 现在 ,核酸 序列 测定 技术 也 取得 了 新 的 突破 ， 
A 噬菌体 DNA. 的 全 部 核 苷 酸 48,502 个 碱 基 对 的 排列 顺序 的 测定 则 是 这 一 领域 中 一 个 突 
出 的 成 就 思 。 许 多 较 大 的 蛋白 质 分 子 的 氢 基 酸 序列 ,现在 可 以 更 方便 地 通过 它 的 基因 
”DNA 的 序列 来 测定 。 
蛋 自 质 分 子 结构 的 最 重要 的 特点 是 它 不 仅 有 一 定 的 化 学 结构 ,而 且 有 特定 的 空间 结 
 ， ， 构 。 这 种 复杂 的 空间 结构 使 得 不 同 的 蛋白 质 各 自 具 有 各 种 专 一 的 功能 。 
: 在 漫长 的 生物 进化 历程 中 ,细胞 色素 OFM RERFWRATBRKE BRAS 
越 远 ,变化 程度 越 大 。 人 与 酵母 的 细胞 色素 e 分 子 的 100 多 个 氢 基 酸 残 基 中 ,有 40 余 个 a 
发 生 了 变异 。 但 是 ,所 有 真 核 生 物 细胞 色素 e 的 生物 功能 却 始终 保持 不 变 。 它 们 都 能 够 与 
不 同 种 属 的 细胞 色素 氧化 酶 交叉 相互 作用 。 与 此 同时 ,十 分 值得 注意 的 是 ,已 经 测定 过 的 
几 种 真 核 生物 细胞 色素 的 空间 结构 也 是 非常 相似 的 ,特别 是 与 功能 密切 相关 部 分 的 空 
间 结 构 更 是 完全 相同 。 与 一 级 结构 相 比 ,蛋白 质 分 子 的 空间 结构 在 进化 过 程 中 更 为 保守 。 ; 
这 说 明了 空间 结构 是 体现 生物 功能 的 决定 因素 。 


致谢 : 姚 启 智 \, 刘 维 帮 助 收集 并 整理 资料 ,特此 致谢 。 


AS SMR A SR AE HEE NAD. ATP 等 相 结合 的 功能 ,晶体 结 构 测 定 
结果 表明 ,在 这 两 类 酶 分 子 中 , 确 都 存在 着 一 个 空间 结构 十 分 相似 的 结构 域 ,这 种 结 藉 域 
的 特征 是 以 数 个 平行 的 B 折 缀 片 为 核心 ,周围 排列 着 " 螺旋 或 其 他 松散 结构 思 , 如 图 1 所 
示 。 近 来 还 发 现 一 些 与 DNA 相 结合 的 并 与 基因 表达 的 调节 控制 有 关 的 蛋白质, 如 % 噬 
BAe A BAIS G (A-repressor), Cro 4 VI RE. Coli th hy CAP | A (catabolite — 


activator protein) 等 ,都 是 具有 a—helix-B-turn-a-helix 模式 的 结构 域 !(0。 这 些 事 实 都 


明了 和 蛋白 质 的 空间 结构 与 其 生物 功能 的 密切 关系 。 可 以 说 蛋白 质 的 特定 的 生物 功能 寅 于 
其 复杂 的 空间 结构 之 中 。 


SA 


1 脱 氢 酶 与 激酶 分 子 内 与 核酸 类 辅 基 相 结合 的 结构 域 
全 :磷酸 甘油 醛 脱 氢 酶 结构 域 1; B BABA 2; C: CHAR 1 M2 


二 、 有 蛋白 质 的 晶体 结构 


X 射 线 晶体 衍射 技术 对 蛋白 质 空间 结构 的 研究 做 出 了 卓越 的 贡献 。 自 六 十 年 代 以 
K KABA 250 个 球 蛋 白 的 晶体 结构 在 不 同 分 辩 率 水 平 上 得 到 了 解决 。 根 据 现 有 的 蛋白 
质 晶体 结构 分 析 结 果 , 可 以 将 蛋白 质 按 结构 特点 大 致 分 为 如 下 五 种 类 型 "9]。 


. 2 . 


1. co 螺旋 蛋白 
”这 类 和 蛋 自 质 分 子 主要 是 由 螺旋 结构 构成 。 例 如 肌 红 蛋白 (myoglobin) 分 子 , 是 由 8 
结合 一 个 血红 素 分 子 构成 。 其 w 螺旋 含量 高 达 79% 。 图 2 A 给 出 了 虹 是 肌 红 蛋 
erythrin ) 的 结构 。 
mh | 
子 主要 为 平行 或 反 平行 的 折 释 片 构成 。Cu.Zn 超 氧 化 物 歧化 酶 (supraoxide 


2 球 蛋白 晶体 结构 的 五 种 类 型 
A: 全 结构 ,是 归 肌 红 蛋 和 (myohemerythrin); B: 全 8 结构 ,Cu.Zn 超 氧 歧化 酶 ; 
C: a+B8 结构 ,溶菌 酶 ; D: co/B 结构 ,乳酸 脱 氢 酶 中 与 NAD 结合 的 结构 域 ; 
E: 无 规 卷 曲 结构 , 牛 胰 胰 蛋白 酶 抑制 剂 


3. o+B Ba 

des RSD TN Me B 折 间 两 种 结构 同时 存在 ,但 在 空 间 位 置 上 外 此 分 
开 , 分 别 在 分 子 的 不 同 部 位 。 溶 菌 酶 (lysozyme) 的 结构 就 是 这 样 。 
4. Q/B 蛋白 Wi 

这 类 和 蛋白 质 分 子 中 ,oa ies BAM TL, ARLE 
它们 与 核 苷 酸 类 辅 基 相 结合 的 结构 域 可 见 图 1 。 Re 
5. 无 规 卷 曲 (random coil) 蛋白 ; 

这 往往 是 一 类 分 子 量 较 小 的 蛋白 质 ,分 子 内 只 有 有 限 的 有 序 RSH 
硫 键 ,如 牛 胰 的 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 即 属 此 类 。 

X 射线 晶体 衍射 方法 不 仅 对 于 认识 蛋白 质 的 空间 结构 ,而 且 对 于 阐明 蛋 自 质 的 荔 
能 、 酶 的 作用 机 制 、 蛋 白质 与 DNA 的 相互 作用 等 方面 ,也 都 起 了 极为 重要 的 作用 。 但 是 ,也 
必须 看 到 ,晶体 结构 分 析 目 前 还 只 能 给 出 分 子 处 于 静 正 的 晶体 状态 的 空间 结构 。 然 而 生 牺 
体内 的 蛋白 质 实际 上 是 处 于 溶液 状态 ,或 者 是 处 于 与 生物 膜 紧密 结合 的 琉 水 环境 ,无 论 是 
哪 种 情况 ,又 总 是 处 于 不 断 运动 的 状态 之 中 。 尽 管 根据 一 些 酶 在 晶体 状态 与 溶液 状态 时 酶 
活力 的 定量 比较 ,可 以 认为 蛋白 质 在 晶体 状态 的 空间 结构 大 体 上 与 其 溶液 构象 是 一 致 的 ， 
但 有 时 也 还 是 存在 着 一 定 的 差异 ,而 这 些 差异 对 于 蛋白 质 功能 的 表达 可 能 正 是 至 关 重要 
的 。 因 此 射线 结晶 学 家 也 在 努力 寻找 各 种 方法 研究 蛋白 质 的 运动 性 ,例如 在 ~ 50°C 
的 低温 下 去 捕捉 某 些 酶 分 子 在 催化 过 程 中 的 不 稳定 的 构象 中 间 态 等 ,但 取得 的 结果 仍然 
是 相当 有 限 的 51。 随 着 对 蛋白 质 结构 与 功能 研究 的 深入 ,人 们 的 注意 力 已 经 越 来 越 转向 生 
物 大 分 子 的 溶液 构象 及 它们 的 运动 性 的 研究 ( 注 )。 

许多 波谱 学 的 手段 , 象 紫 外 、 红 外、 荧光、 激光 拉 曼 、 圆 二 色 等 光谱 以 及 顺 磁 共 振 ,核磁 
共振 等 技术 的 应 用 ,使 蛋白 质 的 溶液 构象 及 运动 性 问题 的 研究 有 了 明显 的 进展 。 中 子 衍射 
与 重 氢 交换 相 结合 的 方法 也 取得 了 某 些 有 价值 的 结果 。 但 是 ,这 些 手段 毕竟 只 能 给 出 存 、 
关 构象 的 局 部 信息 , 还 不 能 象 X 射线 晶体 衍射 方法 那样 给 出 分 子 结构 的 全 貌 。 很 值得 注 
意 的 是 ,近年 来 核磁 共振 技术 的 迅速 发 展 , 新 建立 的 二 维 核磁 共振 分 析 很 有 可 能 会 在 不 久 
的 将 来 ,给 出 一 个 不 太 大 的 蛋白 质 分 子 一 “ 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 在 水 溶液 中 的 全 部 空间 疆 
9, 


三 、 有 蛋白 质 分 子 的 运动 性 


蛋白 质 分 子 一 方面 有 其 特定 的 精确 空间 结构 ,但 在 另 一 方面 它 又 不 是 绝对 刚性 的 ,而 
是 相对 柔性 的 , 即 它 的 空间 结构 在 一 定 范 围 内 是 可 变 的 。 蛋 白质 分 子 的 这 种 运动 性 不 仅 表 
现在 分 子 的 结构 能 够 因 环境 因素 如 pH'\ 温 度 , 盐 浓度 . 某 些 小 分 子 配 体 物质 的 存在 而 改 
变 , 更 重要 的 是 ,即使 在 环境 因素 不 变 的 情况 下 , 分子 本 身 也 是 处 于 一 种 固有 的 不 断 运动 
的 状态 之 中 。 这 种 运动 包括 整个 分 子 在 溶液 中 的 运动 ,也 包括 分 子 内 部 结构 的 相对 运动 ， 
诸如 氨基酸 侧 链 的 摆动 , 且 氨 酸 的 异 构 化 ,局 部 肽 链 的 扭转 移动 ,结构 域 间 的 相对 运动 ,以 
及 肽 链 的 部 分 伸展 与 卷曲 ,等 等 。Careri[ 等 结合 模型 化 合 物 的 测定 ,给 出 了 蛋白 质 分 子 
内 各 种 运动 形式 的 时 间 ( 表 1 工 )。 

和 蛋白质 分 子 在 执行 其 生物 功能 时 ,总 是 伴随 着 它 的 运动 ,特别 是 分 子 内 的 运动 。 这 种 
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有关 看 自 质 构象 部 分 
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分 子 内 的 运动 表现 为 蛋白 质 分 子 的 构象 变化 。 而 这 种 构象 变化 往往 是 由 于 蛋 自 质 分 子 与 


小 分 子 配 体 物 质 的 相互 作用 而 引起 的 ,如 血红 蛋白 与 氧 分 子 的 结合 以 及 其 他 别 杨 蛋 骨 与 


获 应 物 , 酶 与 底 物 , 受 体 蛋白 与 小 分 子 激 素 ,. 药 物 , 神 经 介质 等 的 相互 作用 均 能 引起 蛋白 质 


分 子 的 构象 变化 。 酶 与 底 物 结合 时 引起 酶 分 子 构 象 变化 , 即 是 Koshland 的 著名 的 诱导 契 
合理 论 。 酶 与 底 物 相 互 作 用 引起 构象 变化 所 需 的 时 间 也 列 于 表 1 中 。 蛋 白质 与 蛋白 质 、 蛋 
自 质 与 核酸 、 蛋 白质 与 生物 膜 的 相互 作用 ,也 都 伴随 着 蛋白 质 的 构象 变化 。 因 此 可 以 认为 
生物 体内 的 蛋白 质 是 处 于 一 种 可 以 相互 转变 的 多 种 构象 的 平衡 态 中 。 

在 归 自 质 分 子 内 的 多 种 运动 形式 中 ,结构 域 间 的 相对 运动 颇 值 得 注意 。 结 构 域 是 蛋白 
质 分 子 空间 结构 中 不 可 忽视 的 层次 。 在 由 较 长 肽 链 组 成 的 蛋白 质 分 子 内 总 是 看 在 两 个 或 
多 个 结构 域 。 每 个 结构 域 本 身 都 是 紧密 装配 的 ,结构 域 之 间 则 是 通过 共和 价 的 但 室 间 结构 却 
是 松散 的 肽 链 相 联系 。 由 于 这 种 在 化 学 上 牢固 而 在 空间 结构 上 柔韧 的 连接 方式 ,使 得 每 一 
个 结构 域 可 作为 一 个 整体 , 作 较 大 幅度 的 相对 运动 。 

现 已 知道 ,多 结构 域 酶 的 活性 部 位 大 都 是 位 于 两 个 或 多 个 结构 域 的 界面 之 间 。 在 催化 
作用 进行 的 同时 ,必然 伴随 着 这 些 结构 域 的 相对 运动 。Anderson 和 Steitz050 曾 详细 地 比 
较 了 有 无 底 物 存在 下 已 糖 激 酶 (hexokinase) 的 晶体 结构 ,发 现 它 的 活性 部 位 是 在 两 个 结构 
Jak 21 bk HY) Be Gk st 4 4 (hinge structure) 之 中 , 辅 基 ATP 结合 于 一 个 结构 域 , 而 底 物 糖分 子 
则 结合 于 另 一 个 结构 域 。 酶 分 子 结合 底 物 时 ,两 个 结构 域 会 发 生 相 对 运动 ,V 字形 的 界面 
会 闭合 起 来 ,一 方面 提供 了 ATP 与 糖分 子 之 条 转 磷酸 化 反应 所 需要 的 空间 距离 和 特定 构 


2 ae 


象 , 同 时 也 排除 了 活性 部 位 内 水 分 子 的 干扰 ,防止 ATP 水 解 副 反 应 的 发 生 。 这 种 机 制 不 仅 
对 其 他 激酶 存在 ,而 且 在 醇 脱 氨 酶 "柠檬 酸 合成 酶 "等 的 催化 过 程 中 也 可 能 同样 存 
在 。 它 很 可 能 对 于 催化 双 分 子 反应 的 酶 具有 一 定 的 普遍 意义 。 

蛋白 质 分 子 内 的 各 个 结构 域 ,可 以 是 相同 的 ,也 可 以 是 不 同 的 。 在 血清 白 蛋 自分 子 内 
有 三 个 几乎 完全 相同 的 结构 域 , 每 个 结构 域内 又 有 三 个 相似 的 亚 结构 域 "”"。 这 些 内 部 结 
构 的 相似 性 ,意味 着 血清 白 蛋 白 的 基因 是 在 进化 过 程 中 , 由 较 小 的 基因 经 过 基 因 重 复 , 然 
后 拼接 复制 而 成 的 。 前 面 提 到 的 功能 各 不 相同 的 各 种 脱 氢 酶 与 激酶 的 与 核 苷 酸 结合 的 结 
构 域 构象 十 分 相似 ,表明 这 些 结构 域 在 进化 上 是 同 源 的 。 其 基因 分 别 与 其 他 基因 拼接 ,再 
通过 分 化 进化 而 形成 现在 的 功能 各 不 祖 同 的 各 种 脱 氢 酶 与 激酶 的 基因 。 各 个 结构 域 的 基 
Al, 可 以 分 别 进 行 分 化 进化 , 然后 进行 交互 拼接 ,从 而 形成 多 种 多 样 , 功 能 各 异 的 蛋 自 质 。 
真 核 生物 DNA 序列 中 的 内 隐 子 和 外 显 子 , 很 可 能 与 蛋白 质 是 由 多 结构 域 组 成 有 关上 :。 


四 、 训 聚 蛋白 亚 基 的 微观 不 均一 性 


在 所 有 已 知 的 恒 白 质 分 子 中 , 约 30% 是 以 碍 聚 体形 式 存在 的 。 绝 大 部 分 细 胞 内 蛋白 
质 也 是 春 聚 蛋白 。 亚 基 间 的 缔 合 ,减少 了 分 子 表 面 的 疏水 区 域 , 从 而 使 蛋白 质 分 子 更 加 稳 
定 。 多 亚 基 也 常常 是 体现 多 种 生物 功能 的 必要 条 件 , 某 些 复杂 功能 的 体现 ,必须 由 多 种 结 
构 不 同 、 功 能 不 同 的 亚 基 协同 完成 。 
“ 袁 聚 蛋白 分 子 的 亚 基 组 成 ,大 体 有 如 下 几 种 情形 。 


1. 不 同 亚 基 不 同 功能 ; 


相当 多 的 多 亚 基 蛋 白质 分 子 是 由 结构 与 功能 都 不 相同 的 亚 基 所 组 成 。 例 如 天 门 冬 氢 
BR Fe A A BS (ATCase) 分 子 由 十 二 个 亚 基 组 成 ,其 中 六 个 是 催化 亚 基 ,六 个 是 调节 亚 基 ， 
这 两 种 亚 基 的 化 学 结构 ,空间 结构 和 功能 都 不 相同 。ATITCase 是 一 个 别 构 酶 , 它 的 活性 受 
CTP 的 抑制 与 AIP 的 激活 。 催 化 亚 基 单独 存在 时 ,仍然 保持 有 催化 活性 ,但 不 受 CTP 和 
ATP 的 调节 ,必须 与 调节 亚 基 共同 组 成 完整 的 酶 分 子 时 ,ATCase 才 具 有 完整 的 别 构 酶 性 
质 。 功 能 比较 复杂 的 酶 ,如 质子 泵 ATPase 和 RNA 多 聚 酶 都 是 由 几 种 不 同 的 亚 基 组 成 
的 。 

血红 蛋白 分 子 由 两 个 & 亚 基 和 两 个 B 亚 基 组 成 , 简称 czB: 结构 。a 与 B 亚 基 的 一 级 结 
构 与 空间 结构 虽 大 体 相 同 , 但 略 有 差异 。 正 是 这 种 差异 ,使 得 血红 蛋白 与 氧 的 结合 有 正 协 
同性 , 它 是 高 等 动物 血红 蛋白 正常 行使 其 输送 氧 的 功能 的 一 个 重要 因素 。 


2. 相同 亚 基 相同 功能 

乳酸 脱氧 酶 的 某 些 同 功 酶 . 醛 缩 酶 等 分 子 是 由 结构 完全 相同 的 亚 基 对 称 排 列 组 成 。 这 
些 亚 基 的 功能 也 可 能 是 完全 相同 的 。 
3. 相同 亚 基 非 对 称 排列 


X 射线 晶体 衍射 结果 表明 , 某 些 多 亚 基 悍 白 分 子 虽 然 由 相同 亚 基 组 成 ,但 亚 基 是 以 非 
对 称 排 列 方式 相 缔 合 ”1]。 这 种 非 对 称 排列 的 功能 意义 ,目前 尚 不 十 分 清楚 。 
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肌 酸 激 酶 是 由 两 个 相同 或 十 分 相似 的 亚 基 所 组 成 5 1]。 两 个 亚 基 上 各 有 一 个 反应 活 
性 开 基 ,这 两 个 伪 基 附近 的 毛 基 酸 顺序 也 是 相同 的 ,说 明 两 个 王 基 在 一 级 结构 中 是 处 于 相 
同 的 位 置 上 97。Degani 等 ”用 2- 硝 基 -5- 代 基 氰 代 葵 甲酸 (NTCB) 修饰 肌 酸 激酶 
时 ， 酶 分 子 中 两 个 开 基 分 别 为 氰 基 及 芳 硫 基 所 取代 。 但 是 如 果 用 5,5“- 二 开 基 - 双 (2- 硝 基 
4 FAR) (DTNB) 修 饰 时 , 先 得 到 一 个 酶 分 子 的 两 个 开 基 均 为 芳 硫 基 所 取代 的 产 物 , 然 后 
再 以 氰 化 钾 进 行 快 速 氰 解 ,如 图 3 所 示 , 也 同样 可 以 得 到 单 氰 基 , 单 芳 硫 基 的 修饰 酶 。 令 人 


。 惊异 的 是 ,用 这 两 种 方法 所 得 到 的 单 氰 基 、 单 芳 硫 基 修饰 酶 ,虽然 其 化 学 结构 相同 ,但 前 者 

| 完全 无 活性 ,后 者 却 有 相当 于 天 然 酶 75% 的 活性 。 不 仅 如 此 , 酶 分 子 上 的 芳 硫 基 被 进一步 

” 。” 氰 解 的 速度 也 很 不 相同 ,前 者 氰 解 速度 较 后 者 快 得 多 ,最 后 都 得 到 了 具 有 75% 酶 活性 的 
| MHA. 


~ 2ArSCN 


Am ANTCB) 


2ArSSAr 
i (DTNB) 


无 活性 活性 (7526) 


图 3 肌 酸 激酶 在 溶液 中 亚 基 非 对 称 排列 及 两 个 亚 基 上 活性 生 基 的 非 对 称 修饰 机 制 示意 图 
a shag 分 别 代表 两 个 亚 基 。NTCB 为 2- 硝 基 -5 REM PR. DTNB H 5,5'-— 3 H-M (2-7 
以 上 事实 说 明 , 肌 酸 激酶 分 子 内 两 个 反应 活性 和 芒 基 , 虽 然 处 在 一 级 结构 相同 的 位 置 ， 
但 是 反应 性 质 不 同 , 对 酶 活性 的 贡献 也 不 相同 ,证 明 它 们 是 处 于 不 同 的 空间 环 境 。Degamni 
等 提出 , 肌 酸 激酶 在 溶液 中 两 个 亚 基 是 非 对 称 排列 的 ,两 个 亚 基 各 自 以 不 同 的 基 团 参 
与 亚 基 闻 的 相互 作用 ,很 可 能 也 各 自 以 不 同 的 基 团 构成 整个 酶 的 活性 部 位 。 


4. 相同 亚 基 构象 的 微观 不 均一 性 


肌 酸 激酶 分 子 内 两 个 亚 基 上 的 活性 并 基 的 非 对 称 修 饰 性 质 可 以 用 相同 亚 基 非 对 称 排 
列 来 解释 ,所 有 别 构 蛋白 所 观察 到 的 半 位 反应 ,也 都 可 以 用 亚 基 排列 的 不 对 称 性 来 解释 。 
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但 是 ,在 由 相同 化 学 结构 的 亚 基 构成 的 宅 到 蛋白 分 子 中 , 亚 基 是 否 可 以 具有 不 同 的 构象， 
即 所 谓 构象 微观 不 均一 性 呢 ? 

根据 区 晶体 衍射 分 析 结 果 来 看 , 某 些 蛋白 质 晶体 结构 中 , 氮 基 酸 序列 相同 的 EER 
管 大 体 上 是 对 称 排列 的 ,但 在 构象 上 仍然 存在 着 一 些 细微 差异 ,其 中 有 些 具有 功能 上 的 意 ， 


义 ; 有 些 则 没有 。 例 如 三 方 二 锌 胰岛 素 晶体 中 组 成 二 体 的 两 个 单 体 的 空间 结构 略 有 不 
FA), 但 是 ,现在 认为 生理 浓度 的 胰岛 素 是 以 单 体形 式 行使 生物 功能 的 ,因此 晶体 申 两 个 


单 体 构象 的 差异 可 能 并 没有 确切 的 功能 意义 。 

Bernhard’) 曾 提出 ,甘油 醛 -3- _ 斐 酸 腊 气 酶 (GAPDHJ 的 四 个 亚 基 虽 然 其 化 学 结构 相 
同 , 得 是 却 存在 着 “预存 不 对 称 性 ?, 即 其 不 对 称 性 是 原 有 的 ,而 不 是 由 配 体 结 作 诱 导 产 和 
的 。 这 四 个 亚 基 由 于 构象 上 的 差异 , 可 区 分 为 两 组 , 即 为 xpB。 结构 ,他 称 此 为 二 体 的 二 
体 。 其 主要 实验 根据 是 用 底 物 类 似 物 呐 喃 丙烯 酰 磅 酸 对 酶 进行 酰 化 ,此 时 酶 的 四 个 亚 基 
中 只 有 两 个 被 酰 化 , 即 所 谓 半 位 反应 。 他 再 将 其 他 两 个 亚 基 上 的 入 基 用 碘 乙 酸 进行 羧 甲 基 
化 ,再 用 砷 酸 盐 经 砷 酸 解 ,除去 呐 喃 丙烯 酰基 后 ,得 到 含有 两 个 原来 能 够 进行 酰 化 的 活性 
入 基 的 酶 分 子 , 但 是 此 时 酶 活性 仅 为 原来 的 一 半 , 并 且 在 所 释放 出 来 的 两 个 TEE, 
也 只 有 一 个 能 够 重新 被 酰 化 ,所 以 他 认为 酶 分 子 中 四 个 亚 基 原来 是 以 两 种 构象 状态 存在 
_ 的。 如 图 4 所 示 , 口 及 〇 分 别 代 表 这 两 种 构象 ,其 中 口 是 有 活性 的 能 被 酰 化 的 构象 。 

在 砷 酸 解 过 程 中 ,经 过 一 个 亚 基 构 象 完全 相同 的 阶段 , 然后 再 重 排 为 亚 基 构象 不 同 的 
两 组 亚 基 ,其 中 一 组 为 活性 构象 , 另 一 组 则 是 无 活性 的 。 因 此 所 得 到 的 砷 酸 解 后 酶 活性 为 
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图 中 〇 与 口 分 别 代表 相同 亚 基 的 两 种 不 同 构象 状态 
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之 处 在 于 砷 酸 解 过 程 中 亚 基 重 排 的 假定 ,这 一 重 排 本 身 很 可 能 就 是 配 体 引起 的 亚 基 构象 
改变 ,因而 也 就 可 以 用 Koshland 的 序 变 模型 加 以 解释 。 
Moras!) 小 组 对 龙虾 肌 GAPDH 的 晶体 结构 进行 分 析 的 结果 表明 ， 这 个 酶 不 仅 亚 基 
。 ) 的 排列 是 不 对 称 的 ,而 且 亚 基 的 空间 构象 也 存在 着 细微 差异 ,他 也 称 之 为 mp 结构 。 但 是 
Rossman 等 人 的 结果 所 反映 的 是 晶体 状态 下 的 情况 ,其 分 辩 率 也 仅 为 3A， 因而 还 不 足以 
”下 肯定 的 结论 。 
最近, 我们 的 工作 对 于 这 个 酶 在 溢 液 中 亚 基 构象 微观 不 均一 性 提供 了 进一步 的 证 据 。 
。 。 当 这 个 酶 活性 部 位 帝 基 被 次 甲 基 化 之 后 ,经 紫外 光照 ,可 以 形成 与 酶 共 价 连 接 的 NAD 5% 
| 。 光 衍 生物 cs, 并 且 进 行 脱 次 P?1。 这 两 步 光化学 反应 (图 5 ) 都 依赖 于 酶 的 构象 完整 性 。 经 
。 低 浓度 十 二 烷 基 硫酸 钠 轻 度 变性 ,这 两 步 光 化 学 反应 即 不 再 发 生 c"1。 肌 肉 酶 即使 被 
NAD* 充分 饱和 后 ,在 四 个 亚 基 中 也 仅 能 形成 两 个 NAD 荧光 衍生 物 。 特 别 值得 注意 的 是 
酵母 酶 ,在 一 定 条 件 下 ,在 四 个 亚 基 中 仅 能 引进 两 个 效 甲 基 , 此 时 进行 光照 ,虽然 仍 能 形成 
两 个 NAD 荧光 衍生 物 ,但 是 只 有 其 中 之 一 进行 脱 糊 5)。 这 一 事实 是 很 难 用 Koshland 的 
序 变 模型 解释 的 。 如 果 我 们 把 这 个 酶 的 四 个 亚 基 分 别称 之 为 A,A'/,B,B'( 图 6 ), 假 定 在 
两 个 A 亚 基 上 进行 次 甲 基 化 并 光照 生成 荧光 重生 物 。 由 于 在 A 亚 基 上 引入 一 个 带 负电 
荷 的 羧 甲 基 时 ,并 没有 阻止 在 A' 亚 基 也 引入 一 个 同样 的 带 负电 荷 的 基 团 , 因 此 在 A 亚 基 
除去 一 个 带 负 电荷 的 次 基 时 ,同样 也 不 会 由 于 空间 阻碍 或 诱导 产生 构象 变化 等 原因 , 阻 上 
fe A’ 亚 基 上 脱 去 羧基 。 这 个 事实 看 来 只 能 用 A 和 A' 亚 基 原来 就 有 的 细微 构 象 差异 来 
解释 。 由 于 酶 在 光照 前 就 已 经 为 NAD' 所 饱和 ,所 以 这 一 亚 基 构 象 的 微观 不 均一 性 ,也 不 
是 因为 配 体 结合 诱导 产生 的 Ce9。 


5 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 光化学 反应 过 程 图 6 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 分 子 亚 基 排列 的 模型 


朝 聚 蛋白 的 相同 亚 基 或 者 以 不 对 称 方式 排列 ,或 者 存在 着 构象 上 的 微观 不 均一 性 ,看 
来 是 比较 常见 的 现象 。 今 后 在 一 些 目前 认为 是 以 相同 亚 基 , 相 同 构象 ,对 称 排列 的 寡 聚 蛋 
和 白质 中 ,还 可 能 发 现 新 的 不 对 称 性 或 者 构象 不 均一 的 情况 。 

由 于 一 级 结构 完全 相同 的 亚 基 可 以 具有 某 些 不 同 的 空间 结构 ,我 们 认为 ,对 
Anfinsen" “在 五 十 年 代 末 期 提出 的 蛋白 质 的 高 级 结构 完全 由 其 一 级 结构 决定 的 规律 应 
该 提出 一 点 修正 , 即 在 寒 聚 蛋白 分 子 中 ,一 级 结构 完全 相同 的 亚 基 有 时 可 能 会 存在 空间 结 
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能 上 的 意义 。 这 一 点 尚 待 进一步 研究 。 


五 、 蛋 白质 肽 链 的 偶 展 与 卷曲 


所 谓 昌 白质 肽 链 的 伸展 ,就 是 在 一 定 条 件 下 ,蛋白 质 分 子 从 紧密 有 序 的 天 然 构象 变 为 “ 
随机 松散 肽 链 的 过 程 , 而 从 这 种 无 规 卷曲 态 自 发 形成 有 序 构象 的 过 程 就 是 蛋白 质 的 再 卷 
曲 。 蛋 白质 肽 链 伸展 与 再 卷曲 的 研究 是 目前 一 个 十 分 活跃 的 领域 。 这 一 研究 工作 的 意义 
不 仅 在 于 探索 各 白质 肽 链 伸展 与 卷曲 的 中 间 过 程 及 其 机 制 本 身 , 更 重要 的 是 企图 用 它 来 
作为 研究 蛋白 质 生 物 合 成 时 空间 结构 形成 的 模型 。 但 是 生物 体内 蛋白 质 合成 时 , 肽 链 是 不 
断 延 伸 的 ,这 与 体外 变性 蛋白 分 子 即 伸展 了 的 完整 的 肽 链 的 再 卷曲 情形 毕竟 不 同 。 此 外 ， 
研究 蛋白 质 肽 链 伸展 与 再 卷曲 过 程 中 生物 功能 的 变化 ,也 是 研究 蛋白 质 结 构 与 功能 关系 
的 一 个 重要 方面 。 


1. 伸展 与 卷曲 过 程 


蛋 自 质 肽 链 的 伸展 与 再 卷曲 都 是 复杂 的 动力 学 过 程 。 以 核糖 核酸 酶 A(RNase A) 为 

例 ,BaldwinC ”等 最 早 提出 了 存在 着 快速 与 慢 速 两 种 变性 分 子 的 机 制 ; 
N->Ur 一 Us 

其 中 Ur 与 Us 分 子 比 为 20:80, 它 们 都 是 肽 链 完全 伸展 的 分 子 , 因 A Ur 与 Us 分 子 的 相 
对 比例 不 受 温度 和 变性 剂 浓度 影响 。97% 以 上 的 栈 氛 酸 残 基 的 光 吸 收 变化 发 生 于 快 相 ， 
Ur 与 Us 分 子 的 酷 气 酸 吸收 光谱 几乎 没有 不 同 , 这 说 明 Ur 二 Us 的 转变 不 涉 及 栈 所 酸 残 
基 微 环境 变化 。Brandts[ 等 提出 ,Ur 与 Us 两 种 变性 分 子 之 间 的 主要 差别 在 于 肽 链 中 及 
氛 酸 残 基 的 顺 反 异 构 化 的 不 同 (图 7 )。 天 然 RNase 分 子 中 ,四 个 且 氨 酸 残 基 中 两 个 为 顺 
式 ,Pro-93 和 Pro-114, 两 个 为 反 式 ,Pro-42 和 Pro-117( 图 8 )。 当 肽 链 伸展 时 ,N 一 Ur 的 
过 程 是 肽 链 迅 速 随机 松散 过 程 , 而 Ur 二 Us HU RU RBARRE RON BE. 


一 Gy 一 Pro 一 RNase A 
图 7 WARM. RAB 图 8 核糖 核酸 酶 AZ) rh eR ee 
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Brandts!**) 2% FA Xt JZ St RK BEA EB NY, HEB Y ZEAE Us 2 FE 
过 程 中 包括 着 Pro-93 由 顺 式 变 为 反 式 的 异 构 化 过 程 。 对 许多 蛋白 质 的 伸展 与 再 卷曲 机 制 
的 研究 表明 ,类 似 的 机 制 5?*s 是 很 普遍 的 。 

RNase 的 再 卷曲 同样 也 是 两 相 过 程 ,一 相 为 快速 过 程 (= 50 ms,25*C), 另 一 相 为 慢 
速 过 程 (z=20s,25%C ) ,如 图 9 所 示 。 它 们 分 别 反映 Up 和 Us 再 卷曲 生成 天 然 了 RNase 分 子 
的 过 程 。 


tiSsy som > 


9 BeRRS A 分 子 再 卷曲 过 程 中 的 快慢 两 相 过 程 


Baldwin5 等 曾 以 RNase 的 特异 性 抑制 剂 2-CMEP 与 酶 的 结合 为 指 标 , 测 定 再 卷曲 


过 程 中 酶 活性 部 位 的 结合 部 位 形成 情况 。 酶 与 抑制 州 的 结合 是 异常 迅速 的 过 程 ,通常 是 在 
微 秒 时 间 范 围 内 完成 的 ,2“-CMP 在 与 酶 结合 前 后 ,在 250 nm 的 吸收 有 明显 变化 ,可 以 用 
于 酶 分 子 卷曲 过 程 中 结合 部 位 形成 过 程 的 动力 学 监测 指标 。 实 验 结 果 表 明 , 再 卷曲 过 程 中 
2'-CMP 与 酶 结合 情况 的 变化 与 栈 握 酸 吸收 光谱 的 变化 是 一 致 的 ,这 说 明 构 AW 恢复 与 
酶 和 2-CMP 这 样 一 个 竞争 性 抑制 剂 结 合 能 力 的 恢复 是 平行 的 。 应 该 指出 ,抑制 剂 结合 洁 

位 的 形成 与 酶 的 催化 活力 的 恢复 可 能 是 不 同步 的 。 因 此 ,伸展 与 卷曲 过 程 中 ,生物 功能 的 
变化 与 构象 的 变化 的 比较 研究 , 才 是 更 有 意义 的 。 


2. 伸展 与 卷曲 过 程 中 的 活性 变化 


过 去 对 蛋白 质 结构 与 功能 关系 的 研究 ,主要 用 化 学 修饰 .部 分 酶 水 解 等 方 法 ,研究 蛋 


白质 化 学 结构 的 改变 对 其 活力 的 影响 。 前 已 提 到 蛋白 质 空间 构象 的 完整 性 ,对 于 其 生物 活 
性 的 表现 至 为 重要 。 近 年 来 虽然 对 于 一 些 蛋白 质 由 于 一 些 物理 因素 或 化 学 变性 剂 引 起 的 
肽 链 伸展 ,以 及 去 除 这 些 因素 后 的 再 卷曲 的 中 间 过 程 及 其 机 制 ,已 经 作 了 大 量 的 研究 ,但 
是 把 上 述 伸展 及 再 卷曲 的 过 程 与 蛋白 质 生 物 活 性 的 变化 过 程 联系 起 来 ,研究 其 构 象 与 活 
力 关 系 的 工作 尚 不 多 见 。 由 于 伸展 以 及 再 卷曲 过 程 的 起 始 部 分 常常 是 较 快 的 ,在 几 分 钟 内 


下 二 人 


AD seme, BHAA IE ZEEE EEE A WU SMHS Bik, 
才能 研究 快速 的 失 活 与 复活 动力 学 过 程 。 
我 们 过 去 在 对 酶 的 失 活 与 复活 过 程 中 底 物 变化 动力 学 进行 理论 上 的 探讨 AO, 曾 提 
出 在 失 活 或 复活 的 同时 ,在 底 物 存在 下 监测 产物 生成 的 动力 学 方法 ,来 测定 失 活 或 复活 速 
度 。 这 一 方法 最 近 已 经 得 到 实验 上 的 验证 [87。 应 用 这 一 方法 ,我 们 进行 了 肌 酸 激酶 在 服 、 
脲 变性 过 程 中 构象 变化 速度 与 酶 失 活 速度 的 比较 (528-4 ,结果 总 结 于 表 2 中 。 
表 2 。” 肌 酸 激酶 在 肌 与 脲 溶 液 中 变性 速度 与 失 活 速 度 的 比较 


变性 速度 常数 
速度 比较 ( 秒 -:X 103) 出 
变性 剂 a . a= nee BREN 
: | pO Br ms ; 
enol) set | ee | BOB | 暴露 速度 | (fx 10°) (%) 
hia: Cerne mes sey lh nt |) 


0:5 4.3 


1.0 53 40 a 4300 


“nn ae 10000 | 14 
0.60 
1.02 


4.0 0.32 


b | 3.83 | 13000 | 5 
5.0 2.86 


3.6 | 0577 1.4 3600 | 15 
he | 

| | 

| 

| 

b | 5075 a 


| 
| 
| 
3.0 0.24 0.24 


a: kB. ( 
b: FIRE 220 nm 的 吸收 无 法 测定 远 紫 外 的 圆 二 色 变 化 。 


我 们 采用 了 紫外 差 吸收 ,荧光 , 圆 二 色光 谱 和 测定 内 埋 委 基 的 暴露 四 种 手段 ,监测 肌 
酸 激酶 分 子 肽 链 的 伸展 。 其 中 紫外 差 吸收 和 荧光 光谱 的 变化 主要 是 反映 色 氨 酸 和 酷 氨 酸 
残 基 周 围 微 环 境 的 变化 ,而 圆 二 色 性 测定 是 代表 分 子 内 有 序 二 级 结构 的 Bt. Me 2 可 
见 , 用 上 述 各 种 手段 测定 构象 变化 速度 ,虽然 各 不 相同 ,但 大 体 上 都 在 同一 数量 级 范围 内 。 
但 是 与 此 形成 鲜明 对 比 的 是 ,相同 的 变化 条 件 下 , 失 活 速度 却 较 构 象 变化 速度 约 快 1,000 
倍 左右 。 服 与 腺 两 种 变性 剂 作用 结果 相似 ,在 脲 变性 过 程 中 , 失 活 速度 比 MM 变性 时 还 要 
快 。 

前 面 曾 提 到 ,根据 Degani 等 的 实验 结果 , 可 以 认为 肌 酸 激酶 必须 以 二 体形 式 存在 , 才 
具有 催化 活性 。 因 此 对 于 变性 过 程 中 的 快 失 活 的 一 种 可 能 解释 是 由 于 酶 在 变性 时 , 酶 的 
二 体 首先 发 生 了 快速 解 聚 , 从 而 造成 了 快速 失 活 。 但 是 我 们 过 去 的 实验 结果 已 经 表明 ， 变 
性 肌 酸 激 酶 再 卷曲 时 ,无 论 是 构象 恢复 速度 , 还 是 活性 恢复 速度 , 都 在 一 定 的 范围 内 不 受 
蛋白 质 浓度 的 影响 1 ,表明 酶 分 子 的 解 离 聚合 可 能 与 活性 变化 无 关 。 

我 们 对 快速 失 活 的 解释 是 该 酶 的 活性 部 位 处 于 一 个 空间 结构 脆弱 的 易 为 肌 、 脲 这 一 
类 变性 剂 所 破坏 的 部 位 。 在 活性 部 位 中 参与 催化 反应 的 各 个 基 团 间 的 完整 的 空间 关系 一 
且 发 生变 化 ,就 可 以 引起 酶 活性 的 丧失 。 此 时 ,整个 酶 分 子 的 空间 构象 可 能 尚未 发 生 明显 
的 变化 ,而 我 们 采用 的 各 种 监测 构象 变化 的 手段 ,主要 反映 的 是 整体 酶 分 子 的 构象 变化 情 
况 。 肌 酸 激酶 活性 部 位 的 脆弱 性 也 许 正 是 与 酶 分 子 的 订 性 (flexibility ) 或 者 运动 性 (mo- 
bility) 有 关 。 

本 分 子 在 变性 过 程 中 , 整个 酶 分 子 构象 的 缓慢 变化 伴随 着 活力 迅速 丧失 的 现象 ,究竟 
是 肌 酸 激酶 特有 的 呢 ? 还 是 具有 一 定 的 普遍 意义 呢 ? 为 此 ,我 们 选择 了 单 亚 基 ,分 子 量 较 小 
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而 空间 结构 又 因 含 多 个 二 硫 键 交 联 而 比较 稳定 的 胰 凝 乳 蛋 白 酶 和 胰 核 糖 核 酸 酶 A, 进 行 
变性 与 失 活 的 动力 学 比较 研究 。 结 果 发 现 , 在 股 , 脲 变性 过 程 中 , 失 活 速度 仍然 是 明显 快 于 
整个 分 子 构 象 变化 速度 ,与 肌 酸 激酶 的 情形 一 致 。 

近年 来 ,X 射 线 衍射 晶体 结构 研究 表明 ,许多 酶 的 活性 部 位 接近 于 分 子 表 面 , 对 于 一 
些 分 子 量 较 大 的 酶 分 子 , 活 性 部 位 通常 位 于 两 个 结构 域 之 间 的 匀 链 部 位 ,催化 作用 常常 必 
须 依 靠 活性 部 位 所 具有 的 柔性 或 运动 性 。 在 股 , 脲 变性 条 件 下 ,首先 发 生 的 活性 部 位 的 轻 


。 微 的 构象 变化 ,已 经 足以 导致 酶 分 子 的 失 活 。 还 必须 指出 的 是 ,与 催化 活力 相关 的 活性 部 


位 的 运动 性 只 能 是 相对 的 ,有 一 定 限 度 的 。 已 经 知道 在 一 些 蛋白 质 分 子 的 空间 结构 中 , 存 
在 着 一 些 位 于 分 子 表面 、 空 间 结构 松散 或 完全 不 含有 序 的 二 级 结构 肽 段 , 它 们 在 溶液 中 有 
很 大 柔性 或 运动 性 。 这 些 肽 段 恰恰 是 在 进化 中 最 易 改 变 的 ,而 且 对 这 些 蛋 白质 的 生物 功 
能 通常 是 非 必需 的 。 我 们 所 说 的 活性 部 位 的 柔性 或 运动 性 与 此 不 同 , 它 的 有 关 肽 RA 
确 的 并 且 与 催化 功能 密切 相关 的 空间 结构 ,在 进化 上 也 是 保守 的 。 因 此 它 的 柔性 或 运动 性 
必然 是 特定 的 .相对 的 有 一 定 限 度 的 。 

前 已 提 到 ,用 已 伸展 的 肽 链 的 再 卷曲 作为 研究 蛋白 质 生物 合成 中 肽 链 卷 曲 的 模型 是 
不 适当 的 ,因为 在 生物 合成 过 程 中 , 肽 链 是 逐渐 延伸 的 ,这 和 一 条 已 经 具有 全 部 一 级 结构 
的 肽 链 的 再 卷曲 当然 是 不 会 相同 的 。 当 肽 链 不 断 延 伸 时 ,二 级 ,三 级 结构 有 可 能 随 着 肽 链 
的 延伸 而 逐渐 形成 ,而 无 需 等 待 肽 链 全 部 合成 之 后 再 卷曲 形成 。 当 然 这 并 不 排除 在 肽 链 逐 
渐 延 伸 的 同时 已 经 形成 的 高 级 结构 不 断 进 行 调整 。 如 果 一 个 单 肽 链 的 酶 的 高 级 结构 是 在 
肽 链 生 物 合成 过 程 中 同时 形成 的 ,那么 它 的 酶 活性 的 出 现 应 该 不 迟 于 肽 链 合 成 的 终止 。 用 
我 们 提出 的 动力 学 方法 Cs9, 追 踪 此 类 酶 活力 在 肽 链 生 物 合成 过 程 中 的 出 现 ,将 可 以 对 上 
述 问题 作出 比较 明确 的 答案 。 
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多 年 来 ,蛋白 质 结构 与 功能 关系 的 研究 一 直 是 生物 化 学 和 分 子 生物 学 领 域内 一 个 主 
要 课题 .近年 来 的 发 展 越 来 越 使 人 们 清楚 地 看 到 ,蛋白 质 分 子 在 生物 体内 并 不 具有 固定 不 
变 的 或 者 说 是 绝对 刚性 的 结构 , 它 在 一 定 程度 上 是 柔性 的 ,可 变 的 ,并 且 处 于 一 种 不 断 运 
动 的 状态 。 蛋 白质 分 子 本 身 的 运动 造成 蛋白 质 分 子 在 溶液 中 处 于 一 个 多 种 构象 状态 的 平 
衡 态 。 这 些 不 同 构象 状态 在 溶液 中 的 相对 丰 度 由 各 个 构象 状态 的 能 级 决定 。 而 晶体 结构 
则 可 能 捕捉 了 其 中 一 种 能 级 较 低 、 较 为 稳定 ,因而 也 是 丰 度 最 高 的 构象 状态 。 在 不 同 条 件 
或 不 同 配 体 分 子 存在 下 ,这些 构象 状态 之 间 的 相对 丰 度 可 以 发 生变 化 ,也 可 以 有 新 的 构象 
状态 出 现 , 这 就 是 蛋白 质 分 子 结构 的 柔性 或 可 变性 。 换 言 之 ,蛋白 质 分 子 的 柔性 或 可 变性 
的 基础 是 重 和 白 质 分 子 本 身 的 运动 。 无 论 是 柔性 ,可 变性 或 运动 性 都 和 蛋白 质 分 子 的 生物 
功能 密切 有 关 。 今 天 ,和 蛋 白质 结构 与 功能 研究 的 正确 提 法 ,应 该 是 蛋白 质 的 结构 .运动 与 功 
能 的 关系 。 对 于 蛋白 质 的 柔性 或 运动 性 的 研究 , 必 将 会 对 蛋白 质 的 各 种 功能 ,特别 是 酶 的 
作用 机 制 ,肌肉 收缩 ,能 量 转化 ` 激 素 等 物质 与 受 体 的 相互 作用 以 及 基因 调控 等 的 研究 起 
极 大 的 推动 作用 ,使 分 子 生 物 学 与 生物 化 学 的 发 展 达到 一 个 新 的 水 平 。 
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: 膜 脂 - 膜 蛋白 的 相互 作用 
BN wri AB AE Hs Penance 


(中 国 科学 院 生物 物理 研究 所 ) 
一 、 膜 脂 和 膜 蛋白 的 概述 2。 膜 脂 组 分 对 膜 蛋白 功能 的 表 现 的 专 一 性 
1。 膜 脂 问题 
《1) 膜 脂 的 组 成 3. “界面 脂 " 
(2) 膜 脂 的 多 形 性 4。 膜 脂 流 动 性 对 膜 蛋 白 的 影响 
2。 膜 蛋白 5。 人 金属 离子 影响 膜 脂 - 膜 蛋 白 的 相互 作用 
二 、 生 物 膜 的 流动 性 四 、 膜 蛋白 对 膜 脂 的 影响 
1。 膜 脂 的 流动 性 1。 膜 蛋白 与 膜 脂 的 结合 
(1) 膜 脂 运动 的 几 种 方式 (1)》 外 周 蛋白 的 结合 
(2)- 膜 脂 的 分 相 ， (2) 内 在 蛋白 的 结合 
(3) 影响 膜 脂 流动 性 的 因素 2。 了 膜 蛋白 结合 对 膜 脂 的 作用 
2。 膜 蛋白 的 运动 性 五 、 膜 脂 - 膜 蛋 白 相互 作用 的 研究 与 农业、 医药 
C1) 侧 向 扩散 的 联系 
(2) 旋转 扩散 I。 药 物 对 膜 脂 - 膜 蛋白 相互 作用 的 影响 
三 、 噶 脂 对 膜 蛋 白 的 作用 2。 细 胞 膜 的 流动 性 与 疾病 
1. 脂 质 体 一 -研究 膜 脂 与 膜 蛋 折 相 互 作 用 3。 植 物 的 抗 冷 福 与 生物 膜 的 流动 性 
的 模型 Wi. RIE 


_ 生物 膜 系 由 蛋 和 白质,. 脂 质 以 及 碳水 化 合 物 等 组 成 的 超 分 子 体 系 。 研 究 生 物 膜 的 结构 与 
功能 不 仅 需 要 对 膜 脂 、 膜 蛋白 等 单一 组 分 进行 研究 ,更 重要 的 还 应 对 构成 生物 膜 各 组 分 之 
间 的 相互 关系 ,如 膜 蛋白 - 膜 蛋白 、 膜 脂 - 膜 脂 及 膜 蛋白 - 膜 脂 等 进行 探讨 。 一 般 认 为 , 膜 脂 
是 膜 的 基本 骨 架 , 膜 蛋白 是 膜 功能 的 主要 体现 者 。 因 此 ，, 膜 脂 - 膜 蛋白 的 相互 作用 是 当前 
大 家 注意 力 比 较 集中 的 一 个 问题 ,对 这 一 问题 的 探讨 也 可 以 说 是 生物 膜 结 构 与 功能 研究 
的 一 个 中 心 环节 。 本 文 首 先 将 对 生物 膜 的 主要 组 分 : 膜 脂 和 膜 蛋白 的 概况 以 及 生物 膜 结构 
的 主要 特征 一 一 流动 性 作 一 扼要 介绍 ,然后 就 膜 脂 对 膜 蛋 自 , 膜 蛋白 对 膜 脂 的 影响 分 别 进 
行 讨论 , 最 后 对 膜 脂 - 膜 蛋白 相互 作用 的 研究 与 医药 ,农业 方面 的 联系 作 一 些 介绍 。 


一 、 膜 脂 和 膜 蛋白 的 概述 
1. 膜 脂 


《1) 膜 脂 的 组 成 
据 估计 生物 膜 约 含 100 种 不 同 的 脂 质 , 虽 然 膜 是 一 个 非常 复杂 的 体系 ,但 如 果 膜 申 组 
成 发 生 1 一 2% 的 变化 (例如 ,胆固醇 /磷脂 的 比值 ) 就 足以 影响 细胞 的 存活 。 
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一 般 来 讲 , 所 有 哺乳 动物 细胞 及 其 细胞 器 含有 相同 种 类 的 脂 质 , 然而 有 些 膜 脂 在 某 些 
生物 膜 内 有 较 多 的 分 布 。 例 如 ,二 磷酸 甘油 酯 (DPG) 在 线粒体 内 膜 、 溶 酶 体 膜 以 及 微生物 ， 
细胞 膜 中 含量 较 多 ;磷脂 酰 胆 碱 (PC) 和 磷脂 酰 乙 醇 胶 (PE) 分 别 是 动物 细胞 膜 和 细菌 细胞 
RNEBAT:s 糖 脂 则 在 植物 细胞 膜 占 有 主要 的 位 置 ; 胆固醇 主要 分 布 在 动物 细胞 膜 , 溶 
梅 体 膜 和 高 尔 基体 膜 ; 谷 省 醇 (sitosterol) 和 豆 和 化 醇 (stigmasteroi) 在 植物 细胞 膜 中 有 较 多 
的 分 布 ;神经 鞘 磷脂 和 神经 节 苷 脂 (gangliosides) 一 般 分 布 在 动物 细胞 的 质 膜 中 ,而 很 少 在 
植物 或 细菌 中 发 现 扩 ]。 

在 膜 脂 中 ， 脂 肪 酸 侧 链 组 分 也 有 相当 的 变动 范围 , 绝 大 多 数 膜 脂 脂肪 酸 侧 链 均 含 偶 
BY C, 其 中 含 Cle,CisyCso 脂肪 酸 的 约 占 80% 以 上 。 膜 脂 的 脂肪 酸 侧 链 可 含 1 一 6 个 不 
饱和 键 , 但 是 ,18:1,18:2,20:4 这 几 种 几乎 占 90% 以 上 。 每 一 种 膜 所 含 饱 和 酰 链 / 不 饱和 
酰 链 的 比值 也 有 相当 的 差异 。 含 有 支 链 或 环 状 结构 的 脂肪 酸 侧 链 的 膜 脂 为 数 十 分 稀少 。 


(2) 膜 脂 的 多 形 性 


生物 膜 以 脂 质 双 分 子 层 为 其 基本 骨架 已 为 大 家 所 公认 。 但 是 除 脂 双 层 结 构 外 是 否 还 
存在 其 他 结构 ,一 直 是 人 们 感 兴趣 的 问题 。 早 在 1962 年 Luzzatti SR] KX HY Be 衍射 技 
术 发 现 脂 质 分 子 在 脂 质 体 中 除 脂 双 层 排列 外 ,还 具有 形成 多 种 相 的 能 力 , 如 立方 晶 系 或 单 
和 斜 晶 系 结构 ,六 角形 工 ( Hi ), 六 角形 工 (H)r 结构 等 ,近年 来 由 于 ”P-NMR 与 冰冻 断裂 电 
子 显 微 镜 技 术 的 应 用 ,在 生物 膜 上 脂 质 分 子 的 排列 尚 存在 非 脂 双 层 结 构 , 已 得 到 进一步 证 
实 。1979 年 荷兰 学 者 Verkleij 等 扩 首 次 提出 生物 膜 的 非 脂 双 层 结构 的 概念 。 他 们 用 “P- 
NMR 测定 含 不 饱和 脂肪 酰 链 的 PE 脂 质 体 。 在 低温 时 ,?IP-NMR 谱 给 出 低 场 肩 高 场 峰 的 
不 对 称 线形 ,此 谱 线 形状 反映 了 典型 的 脂 双 层 结构 。 温 度 逐 渐 升 高 P-NMR 谱 线 形状 
也 发 生 改 变 , 最 后 出 现 高 场 户 和 低 场 峰 , 反 映 了 磷脂 分 子 的 排列 从 脂 双 层 转变 为 六 角形 
I( Hara.) 结 构 5 1 。 由 冰冻 断裂 电子 显微镜 技术 可 观察 PE 脂 质 体 从 脂 双 层 转 变 为 六 角形 
I( Ha ) 结 构 的 中 间 过 程 , 即 在 低温 时 脂 质 体 为 脂 双 层 结构 , 其 冰冻 断裂 面 较 光 滑 ; 当 温度 
超过 PE 相 变 温度 时 , 冰冻 断裂 面 上 出 现 直径 为 60 一 140A 的 脂 质 颗粒 , 它 可 能 是 脂 质 体 
从 脂 双 层 转 变 为 六 角形 工 ( Hr ) 结 构 的 中 间 过 渡 结 构 ( 图 1 )。 

膜 脂 呈现 多 形 性 与 其 组 分 有 关 。 一 般 认 为 ,PC 及 鞘 磷脂 在 生物 膜 上 往往 形成 稳定 
脂 双 层 结构 , 而 含 不 饱和 脂肪 酸 链 的 PE , 单 葡 萄 糖 甘油 二 酯 以 及 单 半 乳 糖 甘油 二 酯 则 容 
易 形 成 六 角形 工 ( Hr ) 结 构 。 在 Ca… 存在 的 情况 下 ,DPG 脂 质 体 也 能 从 脂 双 层 结构 转变 
为 六 角形 工 (Hara.) 结 构 。 

生物 膜 某 些 脂 质 分 子 形成 六 角形 ( Hr') 结 构 可 能 与 适应 生物 膜 某 些 重要 生理 功能 有 
关 , 如 细胞 融合 .Ca 的 运送 。 膜 中 脂 质 分 子 作 翻 转运 动 时 ， 膜 上 也 可 能 出 现 六 角形 
I( Ha ) 结 构 。 看 来 ,生物 膜 非 双 层 脂 结构 对 流动 镶 财 模型 是 一 个 补充 。 


2. REA 

据 估计 膜 蛋 白 约 有 50 余 种 2。 一 般 可 分 为 两 大 类 :外 周 蛋 白 和 内 在 蛋白 。 大 多 数 膜 
蛋白 朴 水 氮 基 酸 的 含量 较 高 ,差不多 一 半 以 上 的 膜 蛋 白 的 极 性 率 (polarity) 低 于 40% OK 
溶性 的 球 蛋 白 为 47 士 6% )。 值 得 提出 的 是 ,几乎 所 有 的 内 在 蛋白 的 跨 膜 疏 水 部 分 含有 一 
个 或 一 个 以 上 的 @ 螺旋 结构 片段 ,有 的 含有 更 多 ,如 哮 盐 菌 紫 膜 的 菌 紫 质 和 蛙 视 杆 外 端 圆 
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图 1 @P-NMR 45k yr Se BARE A Me ZR SA AER CL) NA (As )( 中 ) 以 及 类 ， 


脂 颗粒 图 形 ( 下 ) 
( 引 自 De Kruijff,et al., Membrane transport, Vol. I, pp. 43—49, 1982) 


RRM ARRKARH RKB BSAC o 螺旋 片段 。 大 肠 杆 菌 B 半 乳 糖 彰 透 酶 也 是 一 


个 内 在 蛋白 , 它 含有 12 +o 螺旋 片段 ,以 曲折 (zig-zag) 形 式 分 布 ERA, A RZ AR 
TKS Hh HE 


i 二 、 生 物 膜 的 流动 性 


1972 年 美国 学 者 Singer 和 Nicolson 提出 的 “流动 镶 懂 ”模型 的 特点 之 一 ,在 于 突出 了 


膜 的 流动 性 , 即 膜 脂 和 膜 蛋 白 分 子 按 二 维 排列 ,处 于 不 停 的 运 动 状 态 。 换 言 之 ,生物 膜 具 : 


有 一 种 动态 结构 。 | 

Ar eH Be Bh | PIN Ss SS IG IE I RS, BA A 
既 包 括 膜 脂 , 也 包括 膜 蛋 白 的 运动 状态 。 有 时 ,也 将 膜 蛋白 的 运动 状态 称 为 “运动 性 > 
(mobility), . 

流动 性 是 生物 膜 结构 的 主要 特征 。 大 量 研究 的 结果 表明 ,合适 的 流动 性 对 生物 膜 表现 
正常 功能 具有 十 分 重要 的 作用 。 例 如 ,能 量 转换 ,物质 运送 、 信 息 传递 .细胞 分 裂 ,细胞 融 
合 , 内 香 外 排 (endocytosis or exoeytosis) 以 及 激素 作用 等 都 与 膜 的 流动 性 有 密切 关系 。 


1. 膜 脂 的 流动 性 

膜 脂 的 基本 组 分 是 磷脂 。 在 生理 条 件 下 , 纯 磷 脂 大 多 呈 液 晶 态 。 当 温度 降 至 相 变温 度 
时 ,它们 可 以 从 流动 的 液晶 态 转变 为 类 似 晶 态 的 凝 胶 状态 。 凝 胶 状态 也 可 以 “ 熔 解 ”为 液晶 
态 (图 2 )。 各 种 膜 脂 由 于 组 分 不 同 而 具有 各 自 的 相 变温 度 。 由 于 生物 膜 脂 质 组 成 很 复杂 ， 
其 相 变 涡 度 的 范围 就 很 宽 , 有 时 可 宽 达 几 十 度 。 

(1) 膜 脂 运动 的 几 种 方式 

在 相 变 温度 以 上 时 ,磷脂 的 运动 可 归纳 为 下 列 几 种 方式 : 
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图 2，” 膜 脂 的 相 变 
a. 脂 酰 烃 链 围 绕 C 一 C 键 旋转 而 导致 异 构 化 运动 。 膜 脂 分 子 脂肪 酸 的 C 一 C 键 具 有 
全 反 式 (all trans) 和 偏转 (gauche) 两 种 构 型 (图 3 )。 在 低温 条 件 下 膜 脂 主要 以 全 反 式 构 型 
存在 , 随 着 温度 上 升 ,偏转 构 型 增多 , 流动 性 增 大 。 


图 3 全 反 式 和 偏转 构 型 示意 加 
A 全 反 式 ; BAC 分 别 为 A 旋转 120° 后 形成 的 偏转 构 型 ; g+( 顺 时 针 方向 旋转 ) 
和 g-《 递 时针 方向 旋转 ) 
b. 磷脂 分 子 围绕 与 膜 平面 相 垂直 的 轴 左 右 摆 动 。 值 得 注意 的 是 ,从 整个 磷 脂 分 子 来 
看 ,这 种 运动 还 表现 出 梯度 现象 。 极 性 基 团 部 分 的 运动 较 快 ,甘油 骨架 的 运动 较 慢 ,脂肪 酸 
烃 链 部 分 的 运动 又 较 快 , 尤 以 “尾部 ”运动 得 最 快 。 
c. 磷脂 分 子 围绕 与 膜 平 面相 垂直 的 轴 作 旋转 运动 。 
d. 磷脂 分 子 在 膜 内 作 侧 向 扩散 或 侧 向 移动 。 表 1 列举 了 一 些 膜 脂 在 ALR 和 生物 
膜 中 的 扩散 系数 。 
表 1 ”人工 膜 和 生物 膜 中 膜 脂 的 侧 向 扩散 系数 (D) 


Be 检测 方法 | 7 (%) |e ey 
5p RAE (PC) 电子 顺 磁 共振 (ESR) 20 10° 
SpA (PC) 核磁 共振 1H-NMR 20 107° 
FUL Ja PA hk HE ESR 40 6x 107° 

NMR(‘H) 50 107° 

大 鼠 肝 微粒 体 ESR 40 1077 

淋巴 细胞 质 膜 荧光 20 10° 

电 鳃 (7Zorpedo) 的 电器 官 NMR(‘H) 33 10°° 
* oF (EL. coli) NMR(‘H) 31 107° 


ESR 40 10-* 


a 


Je. 磷脂 分 子 在 脂 双 层 中 作 翻 转 (flip-flop) 运 动 。 由 于 膜 脂 分 子 是 一 种 兼 性 分 子 , 作 
翻转 运动 时 必须 通过 脂 双 层 的 疏水 区 ,因此 ,与 其 他 运动 方式 相 比 较 , 这 种 运 动 速度 要 慢 
得 多 。 2 列举 了 PC 分 子 在 一 些 生物 膜 中 作 翻 转运 动 的 速率 。 


表 2 AARTRABE PC) RR AFi2 09 PC BEL ee OAR A EN EER 


Be (BOC), . P 半 存 期 (h) 
} \s ee eae a ONY 37 VT 4.5 
SR | 37 2.30) 
内 翻 外 的 红细胞 膜 囊 泡 37 5.3 
$¢ KIRK (Achole plasma 0 <15#> 
Laidlawit) fx 
肝 微 粒 体 ， iti ys 25 re | 
线粒体 内 膜 22 24 


上 上 述 膜 脂 的 几 种 运动 形式 总 结 于 图 4 。 在 相 变 温度 以 下 ;有 些 方式 的 运动 仍 可 进行 ， 
但 是 速度 变 慢 。 例 如 , 膜 脂 的 侧 向 扩散 系数 由 >10 厘米 ?/ 秒 (高 于 相 变 温度 ) sal 19°" 


Saha {RF 48 SE im BE)! 


oe 
图 4 ， 膜 脂 运动 的 几 种 方式 


edidailen 


7. i Gauche 


“的 开 旋转 异 构 化 运动 


(2) mae 

YP ARTA hb A AI Se 由 于 它们 的 相 变 温度 A 因此 , 当 温 度 降 至 
某 一 值 时 ,有 的 已 转变 为 凝 胶 态 ,有 的 则 仍 处 于 液晶 态 , 处 于 凝 胶 态 和 液晶 态 ; 的 | 磷 脂 分 子 
分 别 各 自 汇 集 , 这 一 现象 称 为 分 相 (bhase separation) ji 在 生物 膜 中 ,由 于 脂 类 的 组 分 比较 
复杂 ,又 有 膜 蛋 白 以 及 其 他 各 种 因素 的 影响 ,即使 在 生理 温度 ,这 种 分 相 现象 也 是 存在 的 ， 
从 而 形成 一 些 流动 性 不 一 的 微 区 (domain ) 。 


(3) 影响 膜 脂 流动 性 的 因素 


影响 膜 脂 流 动 性 的 因素 很 多 ,如 膜 脂 的 组 成 , 膜 蛋 白 , 物 理 因素 (如 温度) 遗传 因子 、 
pH 离子 强度 .金属 离子 ` 药 物 作用 等 。 下 面 仅 对 膜 脂 组 成 影响 流动 性 的 问题 作 一 简单 介 
绍 。 

a， 胆固醇 的 影响 ”1 

胆 男 醇 也 是 一 种 兼 性 分 子 , 它 对 膜 脂 流动 性 具有 显著 的 影响 ,其 作用 与 膜 脂 的 物理 状 
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SBM CBSBEW |, AY RAE Ae RFE EAE PA 
固 醇 却 又 能 扰乱 膜 脂 有 序 性 的 增加 ,也 即 具 有 “流动 剂 的 TEA), NMR 的 实验 表明 ,在 
相 变 温度 以 上 ,胆固醇 可 使 脂 质 分 子 脂 酰 链 未 端的 甲 基 运 动 减 小 , 即 限 制 膜 的 流动 性 ,在 
相 变 温度 以 下 ,胆固醇 可 增加 脂 质 分 子 脂 酰 链 的 运动 ,从 而 增加 膜 脂 的 流动 性 。 综 上 所 述 ， 
在 生理 条 件 下 ,胆固醇 可 能 对 生物 膜 膜 脂 的 流动 性 具有 一 定 的 调节 作用 。 

b. 膜 脂 脂 酰 链 的 不 饱和 键 含量 和 链 长 加 

膜 脂 脂 酰 链 中 不 饱和 键 的 存在 会 降低 膜 脂 分 子 间 排列 的 有 序 性 ,增加 流动 性 ,但 流动 
性 并 不 随 不 饱和 键 数量 的 增加 而 成 比例 增加 。 例 如 ,以 油 酸 (Cis:,) 蔡 代 硬 脂 酸 (Cis:o) 可 
明显 地 增加 膜 脂 的 流动 性 ,但 是 ,用 亚 油 酸 (Cis::) 替 代 油 酸 , 其 流动 性 的 进一步 增加 就 不 
甚 明显 。 膜 脂 脂 酰 链 的 不 饱和 程度 主要 通过 细胞 代谢 来 调节 0%21, 这 是 细胞 为 适应 温度 
以 及 其 他 变化 而 调节 膜 流动 性 的 主要 途径 。 此 外 , 膜 脂 脂 酰 链 长 的 增加 也 会 使 流动 性 降 
低 。 

c. SBE HS / RYDE SAS Lb a : 

在 哺乳 动物 细胞 膜 中 , SN TE AS AR AS eS EE SA 50% 。 由 于 A EMS 
FASN REA BANAR. WRI SIRE DMRS ES. BERR 
HMRI RED WRS ERS RASRERS. MECH. 37 CH HR 
RMR RRS ROKA, BSH AME ABM 5 一 6 倍 。 此 外 ,在 细胞 衰老 过 
程 中 ,细胞 膜 的 卵 磷脂 / 东 磅 脂 比值 逐渐 降低 , 流动 性 也 逐步 下 降 。 


2. 膜 蛋白 的 运动 性 


在 生物 膜 中 膜 蛋 白 的 运动 可 分 为 两 种 方式 : 侧 向 扩散 和 旋转 扩散 。 由 于 饱和 转移 电子 
顺 磁 共振 (ST-ESR) .荧光 退色 恢复 法 (fluorescence photobleaching recovery) 和 闪光 光 
解法 (flash photolysis) 等 新 技术 的 应 用 ,使 人 们 对 膜 蛋白 的 运动 又 增添 了 不 少 认识 。 


C1) 侧 向 扩散 


通常 用 荧光 退色 恢复 法 测定 膜 蛋 白 的 侧 向 扩散 速度 。 表 3 列举 了 一 些 膜 蛋白 的 侧 向 
扩散 系数 。 与 膜 脂 相 比较 ,显然 , 膜 蛋白 的 侧 向 扩散 速度 进 很 多 。 有 人 认为 内 在 蛋白 扩散 系 
数 与 其 琉 水 部 分 半径 的 对 数 成 比例 ,因此 ,一 个 分 子 量 为 100,000 的 内 在 蛋白 的 扩散 系数 
仅 为 膜 脂 扩散 系数 的 50% 。 还 有 人 估计 膜 激素 受 体 蛋白 从 细胞 一 端 移 至 另 一 端 平均 约 需 
1 秒 钟 。 此 外 , 膜 蛋 白 的 侧 向 扩散 也 受到 细胞 骨 架 的 很 大 制约 。 据 报道 ,如 果 红 细胞 骨架 


表 3 一 些 内 在 的 膜 蛋白 的 侧 向 扩散 系数 (Dr) 


蛋白 质 | # 品 T(C) pir 
视 紫 红 质 视 杆 细胞 外 段 20 2—6 x 107° 
胰 马 素 受 体 成 纤维 细胞 23 3—5 x 10-2 
JBREBA Ziff 成 纤维 细胞 22 10783 
血型 糖 蛋白 A BAF RA Se RP I AB RK } 
(glycophorin A) (DMPC) 脂 质 体 >A iE 107° 
乙酰 胆 碱 受 体 肌 管 (myotubes) 35 10-5 


OK 质 哮 盐 菌 紫色 膜 <jo8 


° 20.- 


ween poral ‘ 


ESS = 一 


(由 收缩 蛋白 , 肌 动 蛋白 , 带 3 蛋白 等 组 成 ) 发 生 缺 陷 ( 信 如 ,球形 红细胞 ), 那 末 膜 的 内 在 蛋 
自 的 侧 向 扩散 速率 就 会 增加 50 Ze, 


(2) 旋转 扩散 


除 侧 商 扩散 外 , 膜 蛋 白 还 可 围绕 与 膜 平面 相 垂 直 的 轴 进 行 旋转 BW, RAR CIs 
Hy Iie Be ER Be ve Fe TAR BE ie EH EER) — RW ine Fe RAY MA eA HET ik 
的 速率 。 

与 侧 向 扩散 相似 ,不 同 的 内 在 蛋白 由 于 本 身 及 微 环 境 的 差别 ,它们 的 旋转 扩散 也 有 很 
大 的 差异 。 由 表 4 可 以 看 到 , 视 杆 外 段 盘 状 膜 的 视 紫 红 质 的 旋转 速率 比 哮 盐 菌 紫 色 膜 的 菌 


表 4 一些 具 在 的 膜 蛋白 的 旋转 弛 琼 时 间 


膜 & A BP a We Fe oth AAT [A] (us) 
MAAM 视 杆 外 段 盘 状 膜 20 
细胞 色素 as 线粒体 内 膜 100 一 300 
带 3 蛋白 质 红细胞 膜 500 
Ca**-ATP 酶 肌 质 网 膜 60 一 100 
乙酰 胆 碱 受 体 Hae (Torpedo) BAB py 
wR 质 嗜 盐 菌 紫 色 膜 >20,000 


紫 质 快 许多 ,两 者 的 旋转 弛 豫 时 间 至 少 相差 1,000 倍 。 内 在 蛋白 的 旋转 扩散 还 与 周围 脂 质 
有 密切 关系 。 以 视 紫 红 质 为 例 , 如 视 杆 外 段 盘 状 膜 经 磷脂 酶 处 理 去 除 磷脂 后 ,其 旋转 扩散 
将 逐步 减 盆 , 当 70% 的 脂 质 被 去 除 后 ,旋转 扩散 就 不 再 进行 Ce 


三 、 膜 脂 对 膜 蛋白 的 作用 


1.， 脂 质 体 一 一 研究 膜 脂 与 膜 蛋白 相互 作用 的 模型 


生物 膜 是 一 个 复杂 的 多 分 子 体系 ,因此 ,如 果 用 生物 膜 研究 膜 蛋白 - 膜 脂 相互 作 用 就 
非常 复杂 。 一 般 是 将 分 离 、 提 纯 的 膜 蛋白 重建 到 人 工 膜 上 ,形成 一 个 比较 简单 的 模型 体系 ， 
然后 再 进行 研究 。 人 工 膜 可 分 为 三 种 : 单 分 子 磷脂 层 、 双 分 子 磷脂 平 面膜 (或 称 黑色 脂 膜 ) 
和 双 分 子 磷脂 微 事 (或 称 脂 质 体 ), 其 中 脂 质 体 应 用 最 广 。 它 的 制备 方便 ,嵌入 膜 蛋白 又 较 
易 成 功 ,保存 时 间 也 较 长 。 脂 质 体 依 大 小 和 层次 可 分 为 :多 层 脂 质 体 (直径 范围 为 0.5 一 20 
微米 信 单 层 小 脂 质 体 (直径 约 为 0.02 一 0.05 微米 ) 和 单 层 大 脂 质 体 。 制 备 方法 有 :机 械 振 
摇 法 ,超声 法 、 微 量 注射 法 、. 压 喷 法 以 及 溶剂 蒜 发 法 等 将 膜 蛋白 重建 于 脂 质 体 的 常用 方法 
有 :去 拍 剂 透析 法 ,去 垢 剂 稀释 法 、 冰 冻 融 化 法 和 保温 法 等 。 


2. 膜 脂 组 分 对 膜 蛋白 功能 的 表现 的 专 一 性 问题 


生物 膜 的 内 在 蛋白 需要 一 定量 的 膜 脂 才 能 维持 其 构象 ,表现 其 活性 。 因 此 ,纯化 以 后 
的 膜 蛋白 所 含 膜 脂 量 如 果 降 低 到 一 定 程度 , 有 些 膜 蛋白 的 活性 就 剧烈 下 降 , 甚 至 完全 不 表 
现 。 例 如 ,每 分 子 肌 质 网 膜 Ca -ATP 酶 至 少 需 30 个 磷脂 分 子 才 表现 出 完全 的 活性 ,每 毫 
殉 细 胞 色素 氧化 酶 则 需 0.2 毫克 磷脂 。 
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那 累 , 内 在 蛋白 对 膜 脂 的 需求 是 否 有 专 一 性 呢 ?看 来 ,对 于 不 同 的 内 在 蛋 白 情况 不 尽 
相同 。 有 些 内 在 蛋白 对 膜 脂 需求 的 专 一 性 很 强 ,例如 ,线粒体 内 膜 BT MB 脱 气 酶 需要 磷 
和 酰 胆 碱 才能 表现 其 活性 ,而 溶血 磷脂 或 神经 贡 磷 脂 只 具有 部 分 作用 。 细 菌 膜 的 磷酸 乙醇 
丙酮 酸 磅 酸 转移 酶 需 磅 脂 酰 甘 油 (PG) 才 表现 出 最 高 活性 。 此 外 ,如 糖 基 转 移 酶 , 半 乳 糖 基 
转移 酶 需 磷脂 酰 乙 醇 胺 才能 激活 。 兽 有 报道 , 菜 氏 衣原体 膜 若 被 磷脂 酶 As 水 解 而 除去 
90% HBS NSB H teh, H ATP 酶 活性 即 丧 失 , 若 加 入 PG aRBRIRRR (PA), REIS TEX FT Be 
复 。 这 说 明 该 ATP WG AGRE DENA BE Ze LTE TE BU] BSH TE A OA BR HS A 处 理 
的 莱 氏 衣原体 人 AIH 089, ATP 酶 活性 也 可 得 到 一 定 的 恢复 0s1。 
然而 ,有 些 膜 结合 酶 对 膜 脂 需求 的 专 一 性 就 不 十 分 强烈 。 例 如 ,线粒体 内 腊 H*-ATP 
Rg) an hea fe eA gO) Na* ,K*-ATP 酶 以 及 肌 质 网 膜 Ca**-ATP 酶 等 。 后 者 甚至 可 用 
去 垢 剂 蔡 代 磷脂 使 酶 表现 其 功能 。 我 们 实验 室 曾 比 较 了 七 种 具 有 不 同 极 性 “ 头 部 2 的 磅 脂 
和 五 种 具有 不 同 脂肪 酰 链 的 PC 对 经 去 脂 已 丧失 活性 的 猪 心 线粒体 细胞 色素 氧化 酶 的 影 
响 55。 结 果 表 明 , 磷 脂 的 极 性 “ 头 部 ”和 梳 水 脂 酰 链 对 恢复 去 脂 细胞 色素 氧化 酶 的 活性 都 
有 影响 。 从 极 性 “ 慰 部 ?来 看 ,不 同 纯 磷 脂 恢复 去 脂 酶 活性 的 顺序 为 PS>DPG>>PI>PA> 
PG>>PC.PE, 而 从 含有 不 同 琉 水 侧 链 的 PC 所 产生 的 效果 来 比较 , 则 DOPC>LPC>PC> 
DPPC,DSPC。 对 去 脂 H+-ATP 酶 也 进行 了 类 似 的 研究 na9, 结 果 表 明 ,不 同 磷脂 恢 复 去 脂 
H+-ATP 酶 活性 的 顺序 A PS>DPG>PA>PI,PE,PC #1 DOPC>DSPC,DPPC,DMPC, 
DLPC， 即 酸性 磅 脂 的 作用 明显 地 大 于 中 性 磅 脂 的 作用 ,含有 不 物 和 脂 酰 链 的 PC 的 作用 
大 于 售 饮 和 脂 酰 链 的 PC。 但 是 ;酸性 磷脂 作用 大 小 与 所 带 负电 荷 数 并 不 呈正 相关 3 沾 

膜 内 在 蛋白 (包括 膜 结合 酶 ) 活 性 的 表现 有 赖 于 膜 脂 存在 的 原因 可 能 是 后 者 使 前 者 的 
构象 发 生 了 一 定 的 变化 。 圆 二 色 仪 的 测试 证 明 很 多 蛋白 质 或 多 肽 与 膜 脂 结合 后 ,其 构象 的 
确 发 生 一 定 的 变化 。 如 蜂 毒 毒素 (mellitin) 与 PC 结合 后 就 从 伸展 链 转 变 为 & 螺 旋 结 
构 081。 多 聚 赖 氨 酸 和 多 聚 ( 赖 - 苯 两 ) 与 PS 结合 后 也 可 从 无 序 的 盘 卷 状态 变 为 0 BRE 
构 。 有 些 磷 脂 对 某 些 膜 结合 酶 似乎 具有 一 种 “ 别 构 效 应 ", 如 当 BET AMMA PC 
后 ,可 提高 酶 蛋白 与 底 物 或 畏 梅 (NADH) 的 结合 , 队 而 使 做 的 活性 大 大 增加 。 

3. “界面 脂 ， 

“界面 脂 ? 这 二 概念 最 初 是 由 Jost 等 人 在 1973 年 提出 ,用 以 讨论 细胞 色素 氧化 本 分子 
周围 的 第 二 层 脂 的 特性 ;将 细胞 色素 氧化 酶 重建 在 自 旋 标 记 了 的 脂 质 体 中 ,在 这 一 重组 体 
系 的 ESR 谱 ; 他们 观察 到 一 个 罕 谱 线 成 分 和 一 个 宽 谱 线 成 分 ,而 且 宽 谱 线 成 分 与 蛋白 质 
含量 成 正比 关系 ;他们 认为 这 一 宽 谱 线 成 分 是 由 于 紧邻 细胞 色素 氧化 酶 的 单 层 脂 中 的 自 
旋 标 记 探 针 被 固定 化 的 结果 .由 此 ,Jost 等 人 首先 提出 膜 内 在 蛋白 周围 存在 着 不 可 活动 的 
单 层 “界面 脂 ?。 其 后 ,界面 脂 ?这 二 术语 被 广泛 用 于 讨论 细胞 色素 bs. BST RAW 
紫红 质 . 肌 质 网 Ca2+-ATP 酶 等 周围 的 这 一 层 脂 的 特性 中 。 同时 ,各 种 类 似 的 术语 也 相继 
被 提出 ,并 且 都 假定 内 在 蛋白 周围 存在 一 个 不 活动 的 脂 壳 层 ,把 朴 水 的 内 在 蛋白 和 流动 的 
脂 双 层 分 隔 开 J 有 尺 还 更 进 二 步 提出 ,不 活动 的 脂 壳 层 是 永久 存在 的 ,即使 当 整 个 体系 中 
的 脂 处 于 非常 流动 的 状态 时 * 脂 壳 层 中 的 脂 和 整体 脂 之 间 的 交换 也 是 非常 慢 的 ，1977 年 
Vanderkooi 运用 “界面 脂 ” 这 一 概念 讨论 蛋白 质 周围 一 个 完整 的 ， 其 特性 受 蛋 白质 扰动 的 
脂 区 域 。 按 照 他 的 定义 , 凡 由 于 蛋 自 质 的 存在 而 受到 影响 的 脂 均 , 称 为 “界面 脂 ”。 这 样 , 在 
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“界面 脂 区 域 中 ,内 在 蛋白 外 围 可 运动 的 氨基 酸 侧 链 与 脂 分 子 的 脂肪 酸 He 
此 ,“ 界 面 脂 ”特性 的 改变 必 将 影响 氨基 酸 侧 链 , 进 而 改变 蛋白 质 本 身 的 构象 。 
尽管 “界面 脂 概 念 已 被 广泛 地 应 用 于 讨论 蛋白 质 与 脂 的 相互 作用 ;有 关 不 活动 的 “ 界 
面 脂 ” 的 存在 问题 却 始终 有 争议 77。Oldfield 和 Rice 等 人 的 NMR 测试 结果 明确 指出 ,从 
实验 上 不 能 证 实 存 在 “界面 脂 ? 和 “ 非 界 面 脂 ” 两 种 不 同 的 组 分 ,H,.?P,.:H 等 核 的 NMR 研 
究 只 给 出 一 种 脂 的 运动 状态 。 对 视 紫 红 质 体系 的 ESR 研究 也 给 出 不 同 的 结 果 :Pontus 等 
人 从 实验 上 证 实 了 视 紫红 质 周围 存在 着 不 活动 的 界面 脂 层 ;而 Devaux 等 人 则 得 出 , 视 杆 
外 段 盘 状 膜 视 紫 红 质 周围 的 脂 是 无 序 的 , 即 处 于 流动 状态 。Kang 等 人 43 观察 了 具有 不 同 
磷脂 组 分 的 伐 有 细胞 色素 氧化 酶 的 脂 酶 体 中 5H-NMR 信和 号, 他们 发 现 , 高 于 ' 纯 脂 双 层 的 
相 变 温度 时 , 纯 脂 双 层 气 化 甲 基 谱 的 四 极 分 裂 为 3.7kHz, 当 脂 酶 体 中 含有 90%% 细 胞 色素 
氧化 酶 时 ( 即 脂 酶 体 中 的 脂 已 成 为 界面 脂 ), 气 化 甲 基 的 四 极 分 裂 为 2.6 kHz, 然而 ,在 “ 界 
面 脂 " 与 “游离 ? 脂 之 间 存 在 着 快速 的 化 学 交换 (之 10?s-!), 平均 了 两 种 脂 之 间 的 1 kHz 差 
别 。 因 而 ,在 高 于 相 变 温度 和 刚 低 于 相 变温 度 时 , 脂 酶 体 气 化 甲 基 只 给 出 一 种 罕 谱 线 成 分 。 
温度 继续 降低 ,出 现 两 种 谱 线 成 分 : 四 极 分 裂 为 二 3 kHz 的 罕 谱 线 和 来 自 与 蛋白 结合 庆 
“界面 脂 ” 搞 化 甲 基 的 ,四 极 分 裂 为 15 kHz 的 宽 谱 线 , 即 103s-: 的 交换 速度 已 不 足以 平均 
两 种 脂 之 间 的 差别 ;根据 上 述 实验 结果 他 们 提出 :即使 在 “界面 脂 ” 中 琉 水 链 的 运动 可 能 比 
在 纯 脂 双 层 中 的 慢 ,但 是 ;其 运动 的 幅度 比 在 纯 脂 双 层 中 的 大 , 即 “界面 脂 ” 是 动态 无 序 的 ， 
而 且 , 在 类 部 分 情况 下 与 “游离 > 脂 以 102s”: 的 速度 进行 交换 。 在 大 肠 杆菌 细胞 膜 中 的 
"H-NMR 实验 给 出 同样 的 结论 。 其 他 一 些 NMR 实验 也 在 不 同 程度 上 支持 了 Kang 等 人 
WA. 
现在 ,对 “界面 脂 ? 的 争论 已 趋 于 统一 ,认为 两 种 磁 共 振 方 法 研究 结果 的 矛盾 是 由 于 
ESR 和 NMR 具有 不 同 的 时 标 而 引起 的 ,ESR 测量 的 时 间 范 围 为 10!" 一 107s-1, 对 分 子 的 
较 快 速 运动 敏感 ;NMER 测量 的 时 间 范 围 为 10* 104s-:, 可 探测 分 子 的 较 慢 速 运动 。 并 且 ， 
有 二 点 可 以 说 已 肯定 , 即 不 存在 长 寿命 的 “界面 脂 ”。 但 是 , 另 二 方面 ,由 于 各 种 膜 内 在 蛋白 
对 其 周围 脂 具有 不 同 程度 的 专 二 性 或 选择 性 ,因此 ,这 此 茧 脂 的 组 成 及 物理 特性 必然 与 整 
体 脂 存 在 着 差异 ,这 种 差异 可 能 也 是 导致 生物 膜 形 成 很 多 微 区 (domain) 的 重要 因 RZ 
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4， 采 脂 流动 性 对 膜 蛋白 的 影响 


生物 膜 的 内 在 蛋白 部 分 或 全 部 嵌 入 脂 双 层 的 疏水 部 分 ,因此 ,通过 改变 膜 脂 流动 性 来 
观察 膜 蛋 白 的 变化 ,在 膜 脂 - 膜 蛋白 相互 作用 的 研究 中 占有 很 大 的 比重 。 人 们 往往 以 膜 结 
合 酶 活性 的 对 数 对 反应 温度 的 倒数 作 图 一 一 即 绘制 Arrhenius 图 ,做 为 一 种 经 FR 用 的 
研究 方法 。 改 变 膜 脂 组 分 ,Arrhenius 图 有 时 就 会 出 现 不 同 的 折 点 温度 。 

意大利 Lenaz 实验 室 通过 有 机 溶剂 (如 丁 醇 ) 对 膜 脂 流动 性 的 影响 来 观察 牛 心 线粒体 
H -AIE 酶 酶 活性 的 变化 ,结果 表明 ,本 醇 能 增加 膜 脂 的 流动 性 ,从 而 使 了 -ATP 酶 酶 活性 
的 Arrhenius 图 的 折 点 降低 。 他 们 还 对 牛 心 线粒体 H*-ATP 酶 复合 体 的 可 溶性 部 分 (F 1) 
以 及 E 1 与 位 于 线粒体 内 膜 脂 双 层 朴 水 部 分 (F 0) 的 复合 体 (FE 1-F 0) 的 Arrhenius 图 分 
别 进行 了 研究 ,发 现 前 者 在 5—30 CHU AAZ—BR, SAE 23 加 附近 出 现 折 点 。 他 们 认 
为 可 溶性 蛋白 F 1 本 身 并 不 发 生 构象 和 活化 能 的 变化 ,但 与 F0 结合 后 ,F 0 周围 膜 脂 的 

。23。 


流动 性 间接 地 影响 FE 1 活化 能 ,从 而 使 Arrhenius AMM TH AO, AHA 猪 心 线粒体 
H*-ATP 酶 复合 体 和 分 离 的 纯 F1 进行 了 研究 ,由 酶 活 或 色 氨 酸 内 源 荧光 值 的 Arrhenius 
图 得 出 :El 的 Arrhenius 图 折 点 为 17" ,而 F1.EF0 复合 体 的 Arrehenius 图 折 点 则 移 至 
22*Ctz1。 说 明 水 溶性 酶 蛋白 F 1 的 Arrehenius 图 也 可 能 出 现 折 点 ,而 且 在 F1.F0 复合 
体 中 , 膜 脂 的 物理 状态 通过 E0 对 Fl1 有 间接 影响 ,从 而 改变 其 折 点 温度 。 

有 人 报道 ,支原体 膜 ATP 酶 的 Arrhenius 图 的 折 点 温度 也 受 膜 脂 流动 性 的 影响 。 支 
原 体 本 身 不 能 合成 长 链 的 饱和 及 不 饱和 脂肪 酸 , 它 依赖 于 培 养 基 中 提供 的 外 源 脂肪 酸 来 
合成 膜 脂 ,因此 ,可 以 通过 培养 基 脂 肪 酸 组 分 的 控制 来 改变 支原体 膜 的 膜 脂 组 分 和 流动 
性 。De Kruyff 等 报道 久 1, 当 反 油 酸 , 硬 脂 酸 与 棕榈 酸 渗 入 莱 氏 衣原体 膜 后 ,结果 
Arrhenius 图 在 15Y ,18.5 ,18 出 现 三 个 折 点 ;5 如果 用 油 酸 及 亚 油 酸 (其 流动 性 均 大 于 
棕榈 酸 、 硬 脂 酸 ) 渗 入 , 则 Arrhenius 图 中 不 出 现 折 点 。 

对 于 Arrhenius 图 折 点 温度 的 含义 存在 着 不 同 的 看 法 :(1) 认为 折 点 温度 是 某 一 膜 
结合 酶 “界面 脂 ” 的 相 变温 度 ;(2) 折 点 温度 不 仅仅 只 反映 膜 结合 酶 邻近 单 层 脂 的 相 变 ; 
(3) 折 点 温度 与 膜 脂 相 变 无 关 , 而 很 可 能 与 膜 结合 酶 本 身 的 构象 .运动 , 底 物 与 酶 蛋 自 的 
结合 ,水 的 结构 ,甚至 pH 等 随 温度 而 变化 有 关 。 这 些 问 题 需 要 进一步 研究 才能 澄清 , 因 
此 ,在 这 里 我 们 不 拟 对 上 述 看 法 逐一 加 以 评述 。Arrhenius 图 的 折 点 温度 很 可 能 是 反 
映 膜 结合 酶 所 处 微 区 的 膜 脂 相 变温 度 。 在 这 方面 ,Sandermann[…: 报道 了 一 组 很 有 兴趣 . 
的 实验 结果 。 定 位 于 大 鼠 肝 细 胞 质 膜 脂 双 层 外 层 的 高 血糖 素 激活 的 腺 苷 酸 环 化 酶 5- 核 
苷 酸 酶 、 磷 酸 二 脂 酶 I 以 及 Na*,K* ,Mg-ATP 酶 的 Arrhenius 图 ,在 25—30 C}E HA A it 
点 出 现 。 但 是 , 在 同样 的 条 件 下 , 位 于 脂 双 层 内 层 的 CAMP pice 脂 酶 和 NaF 激活 的 腺 
苷 酸 环 化 酶 的 Arrhenius 图 却 没 有 折 点 出 现 。 

膜 脂 的 流动 性 对 膜 内 在 蛋白 嵌入 脂 双 层 的 深度 有 一 定 影响 。 当 膜 脂 流 动 性 降低 ,内 六 
的 膜 蛋 和 白 暴 露 于 水 相 的 部 分 就 会 增加 。 相 反 , 如 果 膜 脂 流动 性 增加 ,和 众 入 的 膜 蛋 和 白 将 更 多 
地 深入 膜 脂 双 层 。 因 此 , 膜 脂 流动 性 的 变化 无 疑 将 影响 膜 蛋 白 的 构象 与 功能 .Lippert 等 扬 ” 
应 用 拉 曼 散射 光谱 对 溶菌 酶 与 DPPA 和 DPPC 混合 磷脂 的 相互 作用 进行 了 研究 。 结 果 表 
BA RF 27 时 ,磷脂 以 全 反 式 构 型 为 主 ,溶菌 酶 中 的 螺旋 量 稍 有 增加 ,高 于 30YC ,酸性 磷 
脂 的 侧 链 开 始 无 序 , 酶 蛋白 中 的 8B 折 释 结构 也 开始 形成 。 而 且 , 在 整个 测试 温度 范围 内 ,位 
于 782 cm : 谱 带 的 O—P—O 伸展 模式 的 拉 曼 强度 在 酶 与 磷脂 结合 的 脂 酶 体 中 比 脂 质 体 
中 要 强 。 这 些 现象 表明 , 低 于 有 序 - 无 序 相 变 温度 , 溶菌 酶 被 排除 出 脂 的 疏水 PB EA 


细胞 色素 aay 
b-c 《复合 体 ITV) 
ATP 酶 复合 体 (FOF1) 
1 《复合 体 V) 


图 5 线粒体 内 膜 三 个 主要 酶 复合 体 , 左 入 内 膜 双 分 子 脂 层 部 分 仅 占 它们 总 重量 的 17 一 30% ( 斜 线 部 分 ) 
( 引 自 Hackenbrook, C. R., T7BS, 1981, 6:151) 
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仅 与 脂 “ 头 部 ”相互 作用 ;温度 较 高 时 , 酶 蛋白 与 脂 的 相互 作用 涉及 到 处 于 无 序 状 态 的 酸性 
磷脂 侧 链 ,后 者 使 溶菌 酶 的 构象 发 生 改 变 。 

大 量 研究 表明 , 膜 脂 合 适 的 流动 性 是 膜 蛋白 正常 功能 表现 的 必要 条 件 。 例 如 ,线粒体 
的 内 在 蛋 自 与 磷脂 的 比例 虽然 高 达 3:1, 但 实际 上 伐 入 脂 双 层 部 分 的 蛋白 质 所 占 比 例 并 
不 大 (图 5 ), 因 而 仍 可 进行 侧 向 扩散 。 最 近 Slater FE HAA RAE BE 偶 联机 制 的 “ 磁 撞 
假说 ?也 是 基于 上 述 事实 来 考虑 的 。 线 粒 体内 膜 是 组 成 电子 传递 链 的 氧化 还 原 酶 系 以 及 实 
现 倘 联 磷酸 化 的 H+-ATP 酶 复合 体 分 布 的 场所 。 根 据 “ 磁 擅 假 说 ,无 论 电子 传递 还 是 偶 
联 磷酸 化 都 是 通过 随机 的 碰撞 来 实现 的 。 显 然 , 这 种 过 程 必然 依赖 于 膜 脂 的 流动 性 。 


5. 金属 离子 影响 膜 脂 - 膜 蛋白 的 相互 作用 


金属 离子 (尤其 是 二 价 金 属 离子 ) 影 响 膜 脂 - 膜 蛋白 的 相互 作用 逐渐 引起 人 们 的 注 
意 。 有 关 Ca* 影响 膜 脂 - 膜 蛋白 的 相互 作用 已 有 初步 综述 。 我 们 实验 室 在 研究 猪 心 线 
粒 体 H*-ATP 酶 的 重建 过 程 中 发 现 ,如 有 Mg” 存在 于 此 过 程 中 , 则 重建 酶 的 “P-ATP 交 
换 活 性 ,水 解 活性 及 其 对 寡 霉 素 或 DCCD 的 敏感 性 都 有 非常 明显 的 提高 ( 表 5 MO, 


% 5 加 镁 及 不 加 镁 条 件 下 重建 H'-ATPase 的 活性 比较 


AT Pase 活力 及 活性 对 抑制 剂 的 敏感 性 
脂 Be 体 增加 EEH DCCD 
7 Mg** 3.89 3.19 18 3.54 9 
4 Mg?* 7.76 99 2.41 69 5.04 35 


ESR 和 荧光 偏振 实验 结果 表明 ,有 Mg:+ 条 件 下 H*-ATP 酶 重组 体 系 脂 质 表层 的 流动 性 
明显 降低 ,但 Mg…” 对 较 深 层 脂 的 流动 性 没有 明显 影响 ( 表 6 )"… “。 圆 二 色 测 定 的 结果 


7-AS 12-AS 16-AP 


#6 含 镁 与 不 含 镁 脂 酶 体 荧光 偏振 度 的 比较 


Aa 酶 体 荧光 偏振 度 (P) 

rH dh 7-AS 12-AS 16-AP 

无 Mg:+ 0.163 土 0.004(7) 0.114-£0.005(6) 0.067-40.006(5) 
4 Mg** 0.174+0.004(7) 0.114+0.005(6) 0.067-+0.008(5) 


P<0.05 n.s. n.s. 


表明 ,在 有 Mg 条件 下 重建 的 Hi-ATP HIRATA 0 螺旋 的 含量 hc Me** RAP 
的 增加 26%5 31。 由 此 可 见 ,Mg” 的 作用 很 可 能 是 通过 脂 质 分 子 靠近 表层 部 分 物理 状态 
的 改变 影响 FE0, 并 影响 与 之 连接 的 FE 1 构象 ,而 使 之 呈现 较 高 的 酶 活性 。 从 实验 我 们 还 看 
到 ,在 戏 有 开 -ATP 酶 的 脂 酶 体 中 , 脂 双 层 两 侧 含 Mg 比 一 侧 含 Mg8” 对 提高 BREA 
对 寡 霉 素 的 敏感 性 都 更 明显 ” ;。 这 一 结果 提示 ,在 重建 过 程 中 ,Mg ”可 能 同时 影响 两 层 
脂 质 分 子 以 提供 FE 0 周围 徽 区 的 一 定 物 理 状态 ,从 而 有 利于 ATP 酶 呈现 合适 的 构象 。 原 
子 吸收 光谱 测定 Me* HAM AERA RISLEY. 我 们 还 将 H*-ATP 酶 复合 体 先 用 
尿素 和 胰 和 蛋白 酶 处 理 以 除去 FE 1, 然 后 分 成 两 部 分 :一 部 分 经 Mg 处理, 在 除去 未 结合 
M8g “之 后 再 加 入 了 1 与 之 重组 ; 另 一 部 分 为 对 照 。 实 验 结果 表明 ,经 过 Mg” 处 理 的 样品 
无 论 是 酶 活 还 是 对 寡 霉 素 的 敏感 性 都 明显 大 于 对 照样 品 。 这 一 实验 说 明 ,Mg” 的 作用 位 
点 主要 是 与 脂 质 紧密 结合 的 了 F 0 部 分 玉 5 综 上 所 述 ,Mg… 对 重建 本 -AIP. 酶 酶 活 促进 
作用 的 机 制 可 设想 如 图 6 所 示 。 
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Be Mg** 以 外 ,我 们 还 研究 并 比较 了 其 他 二 价 金 属 离子 ,如 Ca 、 Mn**, Sr’* 、Cd…、 
Zn** 等 的 作用 ,看 来 Mg 的 作用 具有 一 定 的 专 一 性 …。 此 外 ,我 们 也 研究 了 Mg 对 
细胞 色素 氧化 酶 、 虽 外 介 Na* ,K*-ATP 酶 等 膜 结合 酶 在 脂 质 体 中 重建 的 影响 , 发 BL 在 这 
些 重组 体系 中 ,Mg… 都 有 相似 的 促进 作用 。 | 


四 、 膜 蛋白 对 膜 脂 的 影响 


1; 膜 蛋白 与 膜 脂 的 结合 
膜 重 和 白 按 其 不 同类 型 可 以 多 种 方式 与 脂 双 层 结 合 , 现 叙 述 如 下 ， 
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(1) 外 周 蛋白 的 结合 


1 外 周 蛋 白 通 过 静电 力 ( 蛋 白质 带电 荷 ) 或 范 德 瓦 尔 斯 (Van Der Waals) (2 白质 不 
LAD SHR RS A EEO. ( 


a, 静电 结合 
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a。 静 电 结合 如 细胞 色素 c; b. 范 德 瓦尔 斯 力 相互 作用 如 收缩 蛋白 ; c. SUKRAIEAM eT KA: 
d. 玻 水 / 亲 水 相互 作用 如 血型 糖 蛋白 ; e. Hi7xk/PHE ARES 


胞 色素 忆 分 子 上 有 带 负 电 和 带 正 电 的 区 域 , 整 个 分 子 具 有 可 观 的 非 对称 电 荷 分 布 ;在 中 性 
pH 时 , 它 带 有 过 量 的 正 电 荷 ! 细 胞 色素 与 含有 酸性 和 中 性 磷脂 的 脂 双 层 静电 结合 , 当 带 
HTT HY Ska DPG 增加 时 ,结合 到 脂 双 层 的 细胞 色素 的 量 也 增加 s 早 在 1975 年 Van 
和 Griffithrss1 就 已 通过 ESR 谱 观 察 自 旋 标 记 了 的 细胞 色素 c- 磷 脂 系 统 的 相互 作用 ,并 得 
出 细胞 色素 je 只 是 坐落 在 脂 双 层 表 面 而 对 脂 双 层 的 特性 影响 很 小 的 结论 ;但 是 ,他 们 也 指 
里 ,上述 结 果 并 不 排除 细胞 色素 e 与 脂 双 层 的 静电 结合 对 靠 近 极 性 “ 头 部 ” 脂 双 层 的 扰动 
以 及 可 能 引起 的 脂 的 分 相 。 

b. 范 德 瓦尔 斯 力 相 互 作 用 

范 德 瓦 尔 斯 力 是 普遍 存在 于 分 子 之 间 的 一 种 引力 。 分 子 中 非 极 性 基 困 具有 偶 极 矩 和 
诱导 偶 极 矩 ,这 些 偶 极 矩 与 偶 极 矩 , 偶 航 矩 与 诱导 偶 极 矩 之 间 的 吸 引力 ,共同 组 成 范 德 瓦 
尔 斯 引力 :这 种 引力 在 非 极 性 分 子 短程 相互 作用 中 是 重要 的 , 它 与 两 个 分 子 之 间 的 距离 六 
次 方 成 反比 ,同时 ,与 分 子 的 大 小 .形状 有 关 。 

大 量 的 研究 表明 ,红细胞 膜 收缩 蛋 自 与 肌 动 蛋白 组 成 复合 物 ,起 着 维持 红细胞 形状 以 
及 限制 膜 中 蛋白 侧 向 扩散 的 作用 。Fung 等 人 5s9 将 自 旋 标 记 物 Mal-6 结合 到 红 细胞 膜 以 
及 分 离 出 的 收缩 蛋白 - 肌 动 蛋白 复合 物 的 青 基 上 ,对 这 些 样品 的 ST-ESR 研究 指 出 ,从 完 
整 膜 中 以 及 从 蛋白 复合 物 中 得 到 的 波谱 非常 相似 1 :说 明和 蛋白 复合 物 与 红细胞 膜 的 结合 实 
际 上 上 并 不 影响 蛋白 复合 物 的 动态 特性 ,也 即 收缩 蛋白 - 肌 动 蛋白 复合 物 与 红细胞 膜 的 其 他 
成 分 之 间 仅 有 弱 的 相互 结合 。 这 一 结论 与 这 些 蛋 白质 能 够 很 容易 地 从 膜 止 被 提取 的 事实 
Aa. 因此 可 以 认为 ,收缩 蛋白 - 肌 动 蛋白 复合 物 是 靠 范 德 瓦尔 斯 力 吸 附 在 红细胞 膜 表 
面 上 的 ( 见 示意 图 7b)。 


(2) 内 在 蛋白 的 结合 


内 在 归 和 白 主 要 是 通过 琉 水 效应 与 膜 脂 相 结合 。 但 是 ,不 同类 型 的 内 在 蛋白 与 膜 脂 的 相 
互 结合 机 制 又 可 分 为 如 下 几 种 : 
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a. Bi7K/FAA 
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的 趋 动 下 , 这些 非 极 性 基 团 之 间 存 在 一 种 相互 趋 近 的 力 ( 称 为 疏水 相互 作用 ), 而 当 非 极 性 
基 团 相互 靠近 时 , 范 德 瓦 尔 斯 力 就 成 为 疏水 作用 的 本 质 。 

短 杆菌 肽 A 在 膜 中 形成 跨 膜 的 离子 通道 ,这 可 以 作为 内 在 蛋白 通过 朴 水 相 互 作 用 sd 
障 脂 结合 的 一 个 很 好 的 模型 (图 7c)。 短 杆菌 肽 A UL RKER LEME DE. Rik ill 
链 在 柱 的 外 围 , 而 极 性 基 团 则 沿 着 直径 约 为 4A 的 中 心 孔道 。 显 然 , 短 杆菌 肽 全 的 非 极 性 
氨基 酸 侧 链 渗入 膜 的 疏水 区 ,通过 强 的 疏水 相互 作用 维持 其 离子 通道 的 作用 。 

b. Bik /3 7K AER | 

某 些 跨 膜 的 内 在 蛋白 可 表现 出 疏水 / 亲 水 特性 。 一 个 典型 的 例子 是 MN 血型 糖 蛋白 ， 
糖 重 白 的 含 糖 量 为 其 重量 的 60% ,有 160 SHOT (其 中 唾液 酸 的 含量 相当 高 为 16 AE 
糖 链 。 这 些 糖 链 集中 在 糖 蛋 白 分 子 的 N 端 ,成 为 蛋白 质 的 亲 水 头 部 基 团 , 伸 出 于 细胞 膜 外 
表面 ,与 膜 脂 “ 头 部 ?相互 作用 。 糖 蛋白 肽 链 的 中 间 部 分 含有 高 比例 的 非 极 性 氨基 酸 侧 链 ， 
位 于 脂 双 层 的 疏水 区 ,通过 疏水 相互 作用 与 脂 双 层 结 合 ( 图 7d)。 

C. 下 水 /静电 相互 作用 

Papahadjopoulas 和 Hartman 在 1977 年 和 1978 年 曾 先 后 指出 ,有 一 类 蛋白 质 与 脂 的 
相互 作用 既 涉及 静电 又 涉及 下 水 相互 作用 ( 见 图 7e)。 人 中 枢 神 经 系统 的 复 鞘 碱 性 恒 
和 白 (myelin basic protein ) 就 属于 这 一 类 和 蛋白质 。 Stollery A! 1% At Z BER iodoaceta— 
mide 自 旋 标记 共 价 结合 于 碱 性 蛋白 N 端 的 第 21 位 和 第 167 位 上 的 甲 硫 氢 酸 残 基 , 然后 
将 标记 的 蛋 和 白质 重 建 在 不 同 组 分 的 脂 质 体 中 。 应 用 ESR 测量 了 序 参 数 S 和 相关 时 间 Yos 
根据 这 些 参数 所 指出 的 自 旋 标记 的 不 活动 程度 ,发 现 脂 质 体 中 磷脂 成 分 不 同时 , 自 旋 标记 
次 入 到 脂 双 层 的 程度 也 不 同 。 这 表明 , 在 不 同 的 磷脂 脂 质 体 中 , 蛋白 疏水 片段 渗入 进 脂 双 
层 的 程度 是 不 同 的 ,从 而 与 脂 疏 水 相互 作用 的 程度 也 不 同 。 其 作用 大 小 秩序 为 :PEG 和 BA 
最 强 , 然 后 是 PS> 脑 苷 脂 硫 酸 之 PE。 他 们 认为 ,产生 这 一 现象 的 原因 是 由 于 蛋 自 质 与 脂 
之 间 发 生 静 电 相 互 作 用 ,例如 ,PA 带 负电 的 “ 头 部 ?与 蛋白 质 碱 基 间 的 静电 相互 作用 将 会 
破坏 相 邻 的 PA 分 子 之 间 的 氢 键 ,致使 疏水 作用 可 以 发 生 ;而 PE 分 子 则 相互 之 间 而 不 是 
与 蛋白 质 发 生 静 电 作用 ,因而 分 子 间 的 网 络 使 蛋白 质 不 能 将 膜 扩 张 而 渗入 脂 双 层 中 。 这 一 
实验 结果 有 力 地 证 明了 内 在 蛋白 与 膜 脂 之 间 存 在 的 疏水 /静电 相互 结合 的 机 制 。 


2. 膜 蛋白 结合 对 膜 脂 的 作用 


在 生物 膜 中 ,不 同 的 膜 脂 组 分 以 及 膜 脂 的 动态 特性 和 构 型 对 维持 膜 结合 蛋白 的 构象 ， 
表现 其 活性 起 着 重要 的 作用 。 然 而 ,在 膜 内 蛋白 大 分 子 的 结合 也 将 影响 脂 的 构 造 ,使 脂 双 
层 排 列 变形 。 总 的 来 说 ,蛋白 质 大 分 子 将 以 两 种 效应 扰乱 膜 脂 链 的 结构 :(1) 短程 效应 。 
由 于 这 种 效应 ,和 蛋白质 只 对 邻近 的 脂 发 生 影响 。 因 而 ,蛋白质 疏 水 核 附近 的 脂 链 排列 (或 序 
参数 ) 将 改变 (图 8a)。(2) 长 程 效应 。 当 蛋白 质 的 疏水 核 为 非 圆柱 状 , 或 只 有 部 分 渗入 脂 
双 层 中 时 ,和 蛋白质 将 使 脂 分 子 排列 倾斜 , 即 发 生 枢 形 畸 变 (图 8b); 当 蛋 白质 六 水 部 分 的 长 
度 与 脂 分 子 长 度 不 相符 时 , 则 蛋白 质 的 结合 将 使 脂 双 层 压缩 (蛋白 质 路 水 部 分 较 短 ) 或 膨 
ARC Bik aor BCA 8c)。 脂 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 显然 在 调节 蛋白 质 构 象 以 
及 维持 膜 作为 极 性 化 合 物 通 透 屏障 的 结构 完整 性 方面 起 着 相当 重要 的 作用 。 
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图 8 膜 蛋白 结合 对 脂 双 层 的 影响 
(a) 短程 效应 ; 脂 链 排列 发 生变 化 ; 人 (b) 脂 分 子 排列 发 生 槐 形 畸 变 ; 
(《c) 脂 双 层 排列 压缩 畸变 


有 关 脂 与 蛋白 质 的 相互 作用 已 有 大 量 的 研究 。 许 多 实验 结果 已 表 明 , 膜 蛋白 的 结合 
可 影响 膜 脂 的 流动 性 。 近 年 来 ,运用 波谱 ,光谱 技术 对 蛋 和 白质 结合 在 膜 脂 中 的 影响 也 进行 
了 大 量 的 研究 。NMR 通过 ' 了 ，P,，C,，H, FE 等 核 ,而 ESR 通过 自 旋 标 记 物 探 针 来 探测 
脂 质 分 子 结构 的 动态 变化 。 拉 曼 光 谱 则 主要 通过 脂 的 碳 氢 链 以 及 极 性 “ 头 部 ? 基 团 的 振动 
谱 带 的 强度 和 频率 变化 来 反映 脂 的 结构 和 运动 状态 。 

Oldfield 等 人 5 运用 “H-NMR 研究 了 多 肽 或 蛋白 质 对 DMPC 脂 质 体 流动 性 的 影响 。 
他 们 将 多 肽 或 蛋白 质 重组 到 DMPC 脂 双 层 中 , 观察 脂 链 终端 气 化 甲 基 的 四 极 分 裂 信号 
〈 图 9 )。 很 明显 , 短 杆菌 肽 A 噬菌体 F 1 外 壳 蛋 白 或 牛 脑 茵 蛋白 脂 质 脱 辅 基 蛋 白 都 使 了 
信号 的 四 极 分 裂 消失 。 细 胞 色素 氧化 酶 和 bs 对 脂 链 终端 甲 基 信 号 影响 较 小 ,但 是 与 纯 
DMPC 信号 相 比 ,其 四 极 分 裂 值 仍 略 有 减 小 。 这 些 现象 表明 ,蛋白 质 以 某 种 方式 使 脂 的 疏 
水 链 的 排列 趋 于 无 序 。. 对 大 肠 杆菌 细胞 膜 的 研究 也 表明 ,蛋白 质 使 脂 的 亚 甲 基 碳 氢 链 片段 
起 伏 增 大 。 

对 不 同 蛋 白质 与 DMPC 脂 质 体 重组 系统 还 进行 了 “P-NMR 研究 。 由 图 10 所 示 的 
“P-NMR 信号 的 线形 可 以 看 到 ,蛋白 质 或 多 肽 重组 进 脂 双 层 后 ,使 膜 脂 磷酸 基 团 的 各 向 
异性 化 学 位 移 值 4c 减 小 。 例 如 , 肌 质 网 AITP 酶 或 细胞 色素 氧化 酶 重组 进 DMPC 脂 质 体 
后 , 4c 值 从 一 50 ppm 降低 到 一 45 ppm, 而 当 大 量 的 蛋白 脂 质 脱 辅 基 蛋 白 与 脂 质 体重 组 

后 , 则 将 导致 4c 值 更 加 减 小 。 同 时 ,还 可 观察 到 ,蛋白 质 或 多 肽 的 加 入 使 "P-NMR 谱 线 
线 宽 增 加 。 这 些 实验 结果 表明 , 脂 分 子 的 “ 头 部 ?可 以 直接 与 膜 结 合 蛋白 相互 作用 ,致使 “ 头 
部 "运动 变 慢 , 而 且 脂 质 “ 头 部 ”的 运动 也 更 加 各 向 异性 “]。T: AT, 弛 豫 研 究 也 给 出 相似 
的 结果 。 
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图 9 DMPC-d,; MESS RAR RED HO 10 含有 蛋白 质 或 胆固醇 的 DMPC 的 2P-NMR 
DMPC-d: 脂 双 层 的 :3H-NMR 谱 59] 


A. 4 DMPC-d,;, 300;B. 含有 567% 短 杆 A. DMPC, 30C; B. 含有 67% 细胞 色素 
Balk A By DMPC-d;; C. 含有 67% 唉 菌 体 氧化 酶 的 DMPC; C. 含有 65% 的 肌 质 网 
了 1 外 壳 &AN DMPC-d;; D. 84 67%4+ ATP 385 DMPC; D. & & 67% +t 

. REA MREZEAN DMPC-d;; E. 蛋白 脂 质 脱 辅 基 有 蛋白 的 DMPC; E. 含有 
含有 67% Mists bs & DMPC-d;, 32°; 33% 胆固醇 的 DMPC (用 以 对 照 比 较 )。 
F. 含有 80% 细 胞 色素 氧化 酶 的 DMPC-d:。 图 中 横 坐 标 所 示 的 PPM 值 为 相对 于 HPO, 
AV 9 y7H 四 极 分 裂 什 的 3P 信号 化 学 位 移 值 


上述 研 究 表明 ,一些 蛋白 质 与 脂 的 结合 可 使 脂 “ 头 部 ?固定 化 ,而 同时 全 白 质 表面 粗糙 
的 特性 又 导致 脂 双 层 的 碳 氢 链 排列 无 序 。 

膜 蛋白 与 膜 脂 的 结合 还 将 引起 脂 链 的 构 型 发 生变 化 。Taraschi 等 人 5 运用 C—C 和 
CH 振动 拉 曼 光谱 研究 胰 高 血糖 素 与 DMPC 的 相互 作用 。 他 们 指出 ,存在 于 胰 高 血糖 素 
疏水 区 和 磷脂 疏水 “尾部 ?之 同 的 强 相互 作用 ,导致 脂 链 中 形成 2 一 3 个 附加 偏转 异 构 体 ， 
而 且 这 些 偏转 异 构 体 被 固定 化 。 进 一 步 增加 蛋白 质 含 量 会 导致 脂 链 间 侧 向 相互 作用 消失 。 
很 显然 ,这 是 由 于 脂 链 中 附加 的 偏转 异 构 体 增多 ,进一步 破坏 脂 的 有 序 排列 ,使 脂 更 趋 于 
流动 而 减弱 脂 间 侧 向 相互 作用 的 结果 。 

某 些 膜 表 面 结合 的 外 周 蛋 白 也 对 膜 脂 的 流动 性 产生 一 定 的 影响 。 伴 刀 豆 球 BAA 是 
一 个 外 源 凝 集 素 .Tellier 等 人 "观察 了 伴 刀 豆 球 蛋白 A 与 骨 骨 瘤 质 膜 相 结合 的 'H-NMR 
if, 发 现 随 着 伴 刀 豆 球 蛋白 人 A 结合 于 膜 的 含量 增加 ， 脂 链 中 一 CH: 一 峰 强 度 减 小 、 线 宽 增 
宽 。 由 图 11(a) 可 以 看 到 ,在 伴 刀 豆 球 蛋白 A 与 膜 蛋 白 重 量 比 为 1:10 一 1:4 时 , 伴 刀 豆 球 
sai A 使 脂 链 的 流动 性 明显 降低 。 对 于 这 一 系统 中 的 5 RRA BOT 性 也 进 

行 了 研究 ,发 现 随 着 伴 刀 豆 球 蛋白 人 的 量 增加 , 酶 的 比 活性 受到 很 强 的 抑制 (图 11(b))。 
这 一 实验 结果 清楚 地 表明 ,一 种 蛋白 质 对 膜 的 结合 , 可 以 影响 膜 中 脂 的 流动 性 , 而 膜 脂 流 
动 性 的 变化 又 可 影响 另 一 种 膜 结合 酶 的 活性 。 
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品 )。 想 对比 活 性 是 存在 伴 刀 豆 球 蛋白 时 的 比值 与 没有 外 源 凝结 素 时 的 比值 


五 、 肛 脂 - 肛 蛋 白 相互 作用 的 研究 与 农业 、 医 药 的 联系 


膜 脂 - 膜 蛋 白 相互 作用 的 研究 不 仅 具 有 理论 意义 ,而 且 与 农 . 医 方面 也 有 很 密切 的 联 
系 , 具 有 广阔 的 应 用 前 景 , 现 略 举 几 例 加 以 说 明 。 


1. 药物 对 膜 脂 - 膜 蛋白 相互 作用 的 影响 


药物 作用 于 细胞 首先 必须 通过 细胞 膜 , 而 许多 药物 又 能 改变 细胞 膜 的 性 质 。 研 究 药物 
作用 对 膜 脂 - 膜 蛋白 相互 作用 的 影响 可 为 探讨 药物 作用 机 制 提供 理论 依据 ,为 分 子 药理 学 
建立 一 定 基 础 ,并 为 筛选 新 药 寻 找 途 径 。 

有 关 麻 醇 药 对 膜 蛋白 的 作用 有 不 少 报道 。 例 如 ,局 部 麻醉 药 能 抑制 肌 质 网 Ca…-ATP 
酶 .线粒体 电子 传递 链 以 及 乙酰 胆 碱 受 体 等 等 。 狄 布 卡 因 、 普 鲁 卡 因 、 丁 卡 因 可 影响 重组 
于 脂 质 体 的 细胞 色素 氧化 酶 的 活性 所]。 气 普 马 嗪 与 吟 呆 嗪 可 抑制 脑 细胞 膜 Na , K*-ATP 
酶 的 活性 。 据 最 近 报 道 ” ,局 部 麻醉 药 普 鲁 卡 因 、 利 多 卡 因 . 丁 卡 因 ,、 狄 布 卡 因 以 及 气 普 马 
We RY SS fi ke | Na*,K*-ATP 酶 .Mg -ATP 酶 均 有 抑制 作用 。 
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在 麻醉 药 影响 膜 脂 流动 性 方面 有 大 量 的 研究 工作 。1968 年 Hubbell 5 McConnell!*° 
应 用 ESR 技术 研究 局 部 麻醉 药 丁 卡 因 对 肌肉 膜 . 神 经 膜 .线粒体 膜 以 及 脂 质 体 的 作用 。 结 
果 表 明 , 丁 卡 因 可 增加 膜 脂 的 流动 性 。 此 后 ,不 少 人 用 各 种 局 部 麻醉 药 ,如 苯 甲 醇 普 鲁 卡 

因 、 苯 卡 因 以 及 利多 卡 因 等 作用 于 脂 质 体 ,它们 均 能 增加 脂 质 体 的 流动 性 。 

最 近 有 人 提出 麻醉 药 扰乱 膜 蛋白 “界面 脂 ?的 模型 el。 他们 认为 ,麻醉 药 使 钠 通道 丧 
失 正常 功能 的 主要 原因 可 能 在 于 它们 进入 脂 双 层 后 替代 了 膜 内 在 蛋 白 的 “界面 脂 >, 从 而 
影响 酶 功能 的 正常 表现 。 换 言 之 ,麻醉 药 可 能 主要 扰乱 了 膜 脂 与 膜 蛋白 的 相互 作用 , 才 产 
生 麻 醉 效 应 。 

我 们 实验 室 用 DSC.ESR ,荧光 偏振 等 技术 研究 芮 营 类 药物 对 脂 质 体 流动 性 的 影 、 
响 5]。 结 果 表 明 , 山 芮 著 碱 , 东 芮 著 碱 , 榨 柳 碱 以 及 阿 托 平均 能 增加 DPPC 脂 质 体 的 流动 
性 ,其 中 以 山 芮 著 碱 作用 最 为 明显 。 如 果 山 芙 著 碱 作 用 于 酸性 磷脂 脂 质 体 , 膜 流 动 性 增加 
幅度 更 大 , 相 变温 度 下 降 10xC 去 右 , 并 出 现 分 相 现象 (图 12 )。 
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2， 细 胞 膜 的 流动 性 与 疾病 


生物 体 可 以 通过 细胞 代谢 和 其 他 因素 对 生物 膜 进 行 调 控 , 使 其 具有 合适 的 流 动 性 以 
表现 正常 功能 。 如 果 超 出 调节 范围 ,生物 膜 就 不 能 表现 正常 功能 而 产生 病变 。 近 年 来 ,发 现 
很 多 疾病 患者 的 病变 细胞 膜 或 红细胞 膜 的 流动 性 发 生 异 常 变化 ,其 中 对 肿 瘤 细胞 的 流动 
性 研究 较 多 [9-55。 一 般 认 为 ,大 多 数 肿 瘤 细胞 膜 的 流动 性 大 于 正常 .Inber 等 r4 用 荣光 偏 
振 法 研究 急性 淋巴 细胞 白血病 ,发 现 患者 淋巴 细胞 膜 的 流动 性 明显 高 于 正常 人 。 还 有 报 
道 [5 , 杜 兴 氏 (Duchenne) 型 进行 性 肌肉 营养 不 良 症 患者 的 红细胞 . 骨 人 艇 WL 
的 流动 性 都 比 正常 要 低 。B 脂 蛋白 缺乏 症 和 遗传 性 球形 红 细胞 症 患者 的 红细胞 膜 的 流动 
性 也 明显 低 于 正常 局:。 

对 上 述 疾 病 患者 细胞 膜 蛋白 的 变化 也 进行 了 研究 。 杜 兴 氏 型 进行 性 肌肉 营养 不 良 症 
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5B BY 20 a A Na* ,K*-ATP BRIE PE(R IE BO"), PRA TE AO GF 
正常 的 情况 5 :。 还 有 报道 高 血压 或 肝癌 等 病人 红细胞 膜 的 Na“,K"-ATP 酶 活性 tha 
常 现 象 。 
红细胞 膜 骨 架 对 维持 红细胞 的 外 形 及 使 其 具有 可 变性 的 特性 有 重要 作用 。 遗 传 性 球 
形 红细胞 症 患者 的 红细胞 呈 球 形 , 脆 性 增加 ,可 变性 降低 ,这 种 红细胞 收缩 蛋白 的 含量 不 

同 程度 地 低 于 正常 情况 .而 遗传 性 椭圆 形 红 细胞 症 患 者 红细胞 膜 骨架 比较 不 稳定 。 阵 发 性 
董 眠 性 血红 蛋白 尿 症 (PNH) 是 我 国 北方 较 常 见 的 后 天 性 溶血 病 , 它 的 基 本 病变 也 在 红 细 
胞 膜 。 这 种 ENH 病人 的 红细胞 膜 总 一 基 量 减少 ,部 分 病人 红细胞 膜 区 带 6 蛋白 质 增 多 , 腊 
上 补体 cs 受 体 的 亲 合 力 比 正常 人 高 , 膜 上 花生 四 痛 酸 含量 也 增加 ,其 红细胞 膜 经 Hz:O: 处 
BS few Aiwa IER Ame, 

大 骨节 病 是 我 国 一 种 比较 严重 的 地 方 病 , 有 报道 ,这 种 病 的 患 儿 红 细胞 膜 异 常 "”…。 
我 们 实验 室 通过 陕西 永寿 大 骨节 病 生化 考察 任务 对 患 儿 红细胞 膜 也 作 了 分 析 。 结 果 表 明 ， 
他 们 的 膜 脂 流动 性 低 于 正常 ,Na",K-*-ATP 酶 活性 也 有 下 降 趋势 ""…。 另 外 ,大 骨节 病 患 儿 
红细胞 膜 的 结合 硒 含量 也 明显 低 于 非 病 区 对 照 。 对 硒 与 正常 人 红细胞 膜 结构 与 功能 之 间 
的 关系 我 们 也 进行 了 研究 ,发 现 加 入 微量 NazSeOs(0.03 一 0.3 ppm， 相 当 于 生理 浓度 范 
围 ), 能 使 含 硒 量 较 低 的 人 的 红细胞 膜 的 Na",K*-ATP 酶 活性 和 流动 性 显著 增 加 5 ,同时 
还 能 明显 地 延缓 “老化 ?红细胞 膜 的 膜 脂 流 动 性 和 Na* ,K*-ATP Ag IE HERS PERO), 

综 上 所 述 , 膜 疾病 患者 细胞 膜 脂 流动 性 和 膜 蛋白 的 异常 以 及 它们 之 间 的 内 在 联系 正 
日 益 引 起 人 们 的 注意 ,这 方面 的 深入 研究 无 疑 将 有 助 于 膜 疾病 分 子 机 制 的 阐明 。 


3. 植物 的 抗 冷 性 与 生物 膜 的 流动 性 


细胞 受 冷 害 后 会 引起 细胞 膜 透 性 异常 ,从 而 导致 诸如 K” 离子 等 电解 质 从 细胞 中 外 
漏 , 这 一 现象 比较 早 地 被 观察 到 。 因 而 认为 细胞 质 膜 很 可 能 是 细胞 受 冷 害 后 较 早 被 影响 的 
部 位 。 最 近 几 年 发 现 ,线粒体 膜 . 叶 绿 体 膜 对 低 涡 也 较 敏 感 。 

澳大利亚 Raison 等 " 在 不 同 温度 下 测定 了 线粒体 氧化 活性 并 绘制 Arrhenius 图 , 结 
果 抗 冷 植物 线粒体 氧化 活性 在 0 一 30 范 围 呈 一 直线 ,而 不 抗 冷 植物 线 BL 体 则 在 10H 
右 有 一 折 点 。 他 们 又 应 用 自 旋 标记 12 NS 标记 甘 蓄 块 茎 ( 抗 冷 ) 与 马 铃 蓝 ( 不 抗 冷 RAK 
膜 ,比较 它们 的 序 参 数 S 的 Arrhenius 图 ,发 现 后 者 在 10\2 有 一 折 点 ,前 者 没有 此 现象 。 根 
据 上 述 结果 来 看 , 抗 冷 植物 线粒体 膜 的 流动 性 似乎 有 大 于 不 抗 冷 植物 的 规律 。 但 他 们 研究 
的 都 是 具有 典型 抗 冷 和 不 抗 冷 性 的 植物 ,对 于 某 一 植物 的 抗 冷 性 程度 是 否 与 它们 线粒体 
膜 流动 性 大 小 呈正 相关 ,并 未 得 出 明确 的 结论 。 有 人 认为 , 抗 冷 植物 生物 膜 具有 较 大 的 流 
动 性 , 可 能 与 其 膜 脂 脂 酰 链 的 不 饱和 度 有 关 。 因 而 很 多 实验 室 "…，” "从 抗 冷 与 不 抗 冷 植 
杨 线粒体 或 叶绿体 膜 抽 提 膜 脂 并 测定 它们 的 不 饱和 指数 ,结果 表明 , 抗 冷 性 与 膜 脂 的 不 饱 
和 度 呈 正 相 关 , 而 且 很 多 抗 冷 植物 在 低温 下 膜 脂 脂肪 酸 的 不 饱和 度 有 明显 增加 王 "。 但 是 
也 有 不 少 与 此 相 矛 盾 的 结果 。 如 豌豆 类 宫 体 膜 脂 脂 酰 链 的 不 饱和 指数 在 正常 与 低温 条 件 
下 差异 不 大 ,但 是 脂 质 / 蛋 白质 比值 在 低温 下 却 有 明显 增长 5 ”"。 所 以 ,对 植物 抗 冷 性 问题 
ROAR EA CMe BRA ANTES. BS OTS 似乎 应 从 谭 脂 - 膜 重 自 
的 相互 作用 来 探讨 。 

我 们 实验 室 近 年 来 兽 对 抗 冷 与 不 抗 冷 的 玉米 或 水 称 的 抗 冷 性 与 线粒体 膜 的 流动 性 关 


?1 3， 


R7 ” 抗 冷 与 不 抗 冷水 稻 黄 化 幼苗 线粒体 5 NS 标记 后 电子 顺 磁 共振 谱 S 值 比较 


人 参数 


WZ wep. | E 
i=] Pe | 
#8 ee. doen 2 
秋 光 (不 抗 冷 ) 56.4 | 16.8 0.749 士 0.005 
HBG) | ey 
早 锦 (不 抗 冷 ) | 56.4 | 17.2 0.734 士 0.005 
Peo (iP) ee A Eo 3 0-80 00! 


注 : 表 中 所 列 数据 为 五 次 的 平均 值 。 


系 进 行 了 一 些 研 究 。 我 们 分 别 用 荣光 探 剂 (ANS,1- 葵 胶 -8- 蔡 磺 酸 ;DPH,1,6- 二 茉 基 已 
三 烯 ) 或 自 旋 标记 化 合 物 (5-NS,12-NS,16-NS,5.12、.16- 氮 氧 基 硬 酯 酸 ) 来 测试 比较 抗 冷 
与 不 抗 冷 玉米 或 水 稻 黄 化 幼苗 线粒体 膜 的 流动 性 ，1。 这 几 种 探 剂 的 测 ik 结果 都 很 一 
致 , 即 抗 冷水 稻 或 玉米 的 黄 化 幼苗 线粒体 膜 的 流动 性 都 明显 大 于 不 抗 冷 品种 。 表 7 RA 
5-NS 作为 自 旋 标记 物 测试 的 结果 。 由 表 中 可 见 , 抗 冷水 稳 品 种 吉 梗 44 与 吉 梗 60 线粒体 
之 间 的 序 参 数 (S) 值 差异 不 大 ,但 它们 都 明显 小 于 不 抗 冷 品种 水 称 秋 光 或 早 锦 线粒体 的 相 
应 值 。 用 12-NS 和 16-NS 作 探 针 获 得 相似 结果 。 说 明 抗 冷 与 不 抗 冷水 称 线 粒 体 膜 膜 脂 
在 不 同 深度 的 流动 性 都 存在 着 差异 。 我 们 的 实验 BRM, 玉米 或 水 稳 等 农作物 的 抗 冷 
性 与 其 线粒体 膜 的 流动 性 具有 一 定 的 内 在 联系 ,因此 ,测定 农作物 黄 化 幼苗 线粒体 膜 的 流 
动 性 很 可 能 为 鉴定 其 抗 冷 性 提供 一 些 生 物 物理 或 生物 化 学 指标 。 
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生物 膜 膜 脂 - 膜 蛋白 相互 作用 的 研究 牵涉 面 很 广 ,内 容 极为 丰富 ,本 文 仅 仅 叙述 这 方 
面 的 一 般 概 况 , 并 结合 我 们 实验 室 近 年 来 的 研究 工作 作 一 些 扼要 而 粗浅 的 介绍 。 因 此 ,在 
内 容 上 不 可 避免 会 有 较 大 的 局 限 性 。 

膜 脂 - 膜 蛋白 相互 作用 的 研究 在 生物 膜 研究 中 占有 很 重要 的 位 置 。 它 无 论 在 理论 还 是 
实际 方面 都 有 很 重要 的 意义 。 对 这 一 问题 的 深入 研究 需要 学 科 之 间 的 相互 渗透 和 各 方面 
的 紧密 配合 与 协作 。 而 且 理论 与 实践 相 结合 ,生物 膜 与 人 工 膜 相 配合 ,以 及 多 种 实验 技术 
(包括 生物 ,物理 .生化 等 ) 的 广泛 与 综合 应 用 也 都 是 很 重要 的 。 
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光合 作用 是 地 球 上 最 大 规模 地 贮存 太阳 能 的 过 程 ,也 是 规 模 最 巨大 的 积累 有 机 物 的 
过 程 , 为 人 类 提供 主要 的 物质 来 源 和 能 量 来 源 。 


光合 作用 中 , 光 能 转变 为 化 学 能 要 经 过 一 系列 的 能 量 转换 步 又 来 完成 。 被 叶绿素 所 


吸收 的 光 能 ,传递 到 光 系 统 工 和 光 系 统 工 的 反应 中 心 , 进 行 原初 光化学 反应 ,发 生 电 荷 分 
离 , 再 经 一 系列 氧化 还 原 反 应 的 协同 作用 ,进行 电子 传递 ,质子 转移 ,并 经 能 量 偶 联 反应 ， 
形成 NADPH (还 原型 辅酶 工 ) 和 AITP, 两 者 共同 推动 CQ, 同化 ,最 终 将 化 学 能 贮存 在 所 
形成 的 有 机 物 中 。 所 以 光合 电子 传递 和 磷酸 化 在 光合 作用 中 承前启后 ,有 重要 意义 。 
叶绿体 的 光合 作用 是 合成 有 机 物质 和 释放 和 氧 气 的 过 程 , 线 粒 体 的 呼吸 作用 则 是 消耗 
有 机 物质 和 吸收 氧气 的 过 程 。 两 者 在 总 的 反应 方向 上 相反 ,但 其 中 间 过 程 如 电子 传递 和 


外 侧 〈 间 质 ) 


Al 类 襄 体 膜 上 光合 链 的 排列 器 
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图 2 ”线粒体 呼吸 链 的 排列 吕 


磷酸 化 有 许多 相似 之 处 ,例如 两 个 光 系 统 之 间 电 子 递 体 中 的 质 柄 .细胞 色素 复合 体 等 类 似 
于 线粒体 的 ， 叶绿体 类 圳 体 上 的 ATP 酶 的 性 质 也 与 线粒体 的 相似 ( 见 图 1 ,图 2 )。 但 绿 
色 植物 光合 作用 的 能 量 转换 有 其 独特 之 处 ,这 并 非 在 于 其 组 成 成 员 的 特殊 性 质 ; 而 是 它们 
在 结构 上 组 成 能 成 功 地 协调 两 个 光 反 应 中 心 之 间 的 多 步骤 的 具有 高 的 量子 效率 的 能 量 转 
化 过 程 。 

下 面 根据 近年 来 的 研究 进展 ,主要 讨论 光合 电子 传递 与 磷酸 化 这 一 重要 的 能 量 转化 
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1 :电子 传递 途径 和 成 员 


三 十 年 代 末 ,英国 Hill 发 现 离 体 叶绿体 在 有 氢 受 体 (或 电子 受 体 ) 存 在 时 * 即 可 利用 
光 能 来 分 解 水 和 放出 氧气 。 经 过 多 年 的 研究 ,人 们 认识 到 光 合 电子 传递 是 一 个 复杂 的 过 
程 。 整 个 过 程 是 在 叶绿体 的 类 襄 体 膜 上 进行 的 ,大 约 每 一 个 类 训 体 BLA 200 条 这 样 
的 电子 传递 链 ,每 一 个 类 圳 体 膜 上 约 刻 有 10° 个 色素 分 子 , 即 每 条 链 约 围绕 500 个 天 线 色 
素 分 子 。 
关于 电子 传递 途径 普遍 接受 的 是 两 个 光 反 应 串联 方案 (或 称 忆 方案 )01。 在 非 循环 电 
子 传递 中 ,两 个 光 系 统 经 一 系列 氧化 还 原 反应 ,将 电子 从 HO 传递 到 NADP+。: 电 子 传递 
途径 按 链 上 电子 递 体 成 员 的 氧气 还 原 电 位 高 低 作 成 Z 形 图 串联 起 来 。 最 早 是 由 Hill 和 
Bendall 在 1960 年 提出 后, 但 至 今 的 许 多 研究 基本 上 仍 以 乙方 案 作 为 基础 。 图 3 中 光 系 
5 1 (PS Il ) 的 作用 是 产生 一 个 强 氧化 剂 ,氧化 还 原 电 位 (BE ) 可 达 800 mV, 这 足以 从 水 中 
夺取 电子 ,使 水 氧化 生成 分 子 氧 。 分 子 氧 释放 是 一 个 连续 进行 四 步骤 的 过 程 , 同 时 释放 
H+。Q 是 PSI 的 一 个 未 知 的 原初 电子 受 体 ,推测 是 处 于 特殊 结合 状态 的 质 体 配 (PQ) 在 
还 原 时 形成 的 半 醒 形式 。 中 间 PQ 含量 较 多 ,除了 在 两 个 光 系 统 之 间 起 传递 电子 的 作用 
外 ,还 携带 再 + 从 类 赛 体 膜 外 入 腔 内 。 电 子 从 PQ 经 质 体 蓝 素 (PC ) 传 至 LRH (PST) 
反应 中 心 P700。P700 吸收 光 能 后 产生 一 强 的 还 原 剂 , 忆 4 可 达 - 500 mV ,足以 使 辅酶 工 
还 原 。X 是 PSI 的 未 知 原初 电子 受 体 ,可 能 是 结合 态 的 铁 氧 还 素 (Fd), 在 Fd-NADP( 铁 - 
氧 还 蛋白 -辅酶 I ) 还 原 酶 作用 下 ,形成 NADPH, 这 是 线性 电子 传递 。Fd 接受 来 自 区 的 电 
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3 电子 传递 的 乙方 案 

子 后 ,也 可 把 电子 反 向 传递 给 PS 工 氧 化 侧 的 任 一 电子 供 体 部 位 ,从 而 构成 循环 电子 传递 。 
循环 电子 流 对 POH, 镇 化 的 抑制 剂 DBMIB( 二 溴 百里香 醒 ) 敏 感 ,但 对 PQ 还 原 的 抑制 齐 
DCMU (二 毛 茉 基 二 甲 基 脲 ) 不 敏感 ,所 以 ,循环 电子 流 中 PQ 还 原 的 机 制 不 同 于 非 循环 电 
子 流 。 我 们 实验 室 在 研究 电子 传 BA 径 的 调节 中 ,发 现 PS 工 还 原 端 电子 传 递 抑制 齐 
DCMU 在 Fd-NADP* 还 原 酶 有 一 新 的 作用 部 位 [9。 低 浓度 (<10-7mol/D) 的 DCMU 抑制 
PS I 还 原 侧 的 电子 传递 。 用 Fd-NADP*+ 还 原 酶 抗体 作 实验 ,与 低 浓度 DCMU 结果 一 致 。 
表明 在 生理 上 ,Fd-NADP* 还 原 酶 可 调节 光合 链 上 循环 与 非 循环 电子 流 的 去 向 。 

电子 递 体 在 类 囊 体 膜 上 是 不 对 称 定向 排列 的 !k*5。 水 裂解 系统 及 NADP 还 原 酶 系统 
分 别 位 于 膜 的 内 、 外 表面 。PQ 联结 外 表面 PSM 受 体 端 到 位 于 内 侧 的 PS 工 供 体 端 ,在 这 
跨 膜 定向 电子 传递 中 ,PQ RH RHA. ULTRA MAK 裂解 反应 所 释放 的 A 
部 。 当 进行 非 循环 电子 传递 时 ,电子 从 内 侧 到 外 侧 定向 传递 , 偶 联 着 两 个 质子 释放 部 位 ro。 
整个 过 程 中 ,从 水 传递 两 个 电子 到 NADP*+, 引 起 四 个 革 * 转移 。 这 样 的 定向 的 电子 传递， 
导致 质子 定向 转移 ,从 而 形成 膜 内 外 电位 差 及 质子 浓度 差 ,这 是 对 于 用 化 学 渗透 假说 来 解 
释 电子 传递 与 磷酸 化 偶 联机 制 的 重要 支持 。 

Witt 等 从 动力 学 角度 研究 电子 传递 及 其 偶 联 的 质子 跨 膜 转移 的 时 间 过 程 ,总 结 如 图 
4 。 可 见 两 个 反应 中 心 被 光 激 发 发 生 电 荷 分 离 , 电 子 移动 速 度 很 决 <1 ns, 水 裂解 反应 在 
0.1 一 1 ms,PQ 还 原 为 2 ms,PQ 氧化 为 20 ms。 整 个 反应 的 限制 步骤 在 PQ 氧化 。 


2 、 电 子 传 递 复合 体 的 结构 与 功能 


在 Singer PrN RAN ARKH (A) EA 质 可 在 流 动 的 脂 双 层 中 
横向 移动 ,这 些 蛋 白质 是 内 在 的 (intrinsic ) 或 外 周 的 (extrinsic)。 根 据 流体 MK MSNA 
圳 体 膜 结构 功能 的 研究 ,现在 对 类 圳 体 膜 上 电子 传递 链 上 的 功能 结构 单位 的 分 子 组 成 的 
了 解 已 取得 显著 的 进展 1。 由 类 囊 体 膜 上 不 同 的 内 在 的 或 外 在 的 多 肽 组 成 四 种 集合 蛋 
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ABSK RF ROWIMEA. Ele PSI. he fs b,-f (Cyt b,-f),PSI #1 ATP 
酶 复合 体 ( 见 图 6 )。 这 些 复合 体 并 不 直接 相互 作用 ,而 是 经 由 可 移动 的 小 分 子 电子 递 体 
如 PQ,PC,Fd 来 连接 。 

光 系 统 工 包括 反应 中 心 复 合体 、 放 氧 复 合体 及 捕获 光 能 的 叶绿素 (Chl )a/b-E RBA 
体 (LHC-I)5。 电 子 传递 如 下 ， 
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反应 中 心 P 680 可 能 是 Chla 双 分 子 。 由 天 线 色 素 所 吸收 的 光量 子 传 到 反应 中 心 ,发生 以 
类 圳 体 膜 内 侧 到 膜 外 侧 的 电荷 分 离 , 电 子 从 P 680 传 到 Pheo( 去 镁 叶绿素 ) 约 在 200 PS 内 
完成 ,再 经 次 级 电子 受 体 QA.Qs 还 原 PQ,QA 氧化 时 间 为 200us。Z 是 P680+ 的 直接 电 
子供 体 。Z+ AMARA HW S.,S,,S,,S,,S, 步骤 在 100 us 一 1 ms 内 被 还 原 。 

关于 放 氧 动力 学 ,Joliot fi Kok SF RW AAW 在 普遍 接受 的 “S 态 ?图 式 。 即 
PSI 在 光 激 发 时 , 放 氧 复合 体 (OEC ) 发 生 从 So~S, 逐渐 增 加 氧 化 状态 的 连续 过 程 。 在 
OEC AFIS, 态 , 放 出 氧气 ,本 身 回 复 到 So 态 。 从 图 7 可 见 , 每 一 状 态 变化 的 半 时 间 及 与 
S 态 变化 偶 联 的 H BR. MS. >S,,S,-S, 瞬 变 , 均 释 放 一 个 也 ,而 从 Ss-~>So 则 放 
个 了 。 于 的 释放 表示 结合 态 水 分 子 的 部 分 氧化 ,并 表明 OEC 在 较 酸 (PH 6) 的 内 部 环境 
中 更 为 稳定 。Mn 参与 放 氧 机 制 。4 Mn/ 反 应 中 心 可 得 到 电子 传递 的 最 大 恢复 活力 ,其 中 
仅 2 Mn/ 反 应 中 心 是 必要 的 , 另 两 个 Mn 可 被 任何 两 价 阳离子 所 取代 而 不 丧失 活力 。 


图 7 放 氧 复合 体 的 S。， S:, S:, 8s, S, RAC) 


近年 来 ,对 PSI 的 多 肽 分 析 有 显著 进展 。 有 三 种 与 放 氧 有 联系 的 可 溶 ESK, UF 
类 襄 体 膜 内 侧 ,分 子 量 分 别 在 32 一 34,23 一 24,15 一 18 kD。33 kD 可 能 与 Mn 的 结合 
关 。17 与 23 kD 在 重组 放 氧 中 有 协同 效应 。PSI 的 两 个 Chla- 和 蛋白 复 合体 分 别 带 有 50, 
47 kD 的 多 肽 ,每 一 种 多 肽 含有 4 一 5 Chla 分 子 及 一 8B 胡 葛 卜 素 分 子 。 

细胞 色素 be 二 复合 体 存在 于 所 有 贮 能 的 膜 中 。 含 有 34kD Cytf 多 肽 ,两 个 23kD Cytbs 
多 肽 ,一 高 电位 的 20 kD Fe,S,-Rieske 中 心 (Re), -17 kD 结构 蛋白 ,一 小 肽 5 kD 及 一 结 
合 的 氢 柄 (PQH: )。PQH: 被 Cytb,-f 氧化 的 机 制 ,可 能 牵涉 到 对 应 于 PQH:/PQCE' = 
17MV ) 的 两 个 连续 的 电子 传递 反应 :PQH:/PQ' (Et = +385mV) 及 PQ/PQCE' = -165 
mV), PQH, 被 Cyt be 二 氧化 ,可 能 奉 涉 到 电子 传递 中 的 Q 循环 。Q 循环 在 细菌 及 线 粒 
体 的 电子 传递 中 已 有 不 少 研 究 。 近 年 来 在 叶绿体 电子 传递 的 研 究 中 ,也 观察 到 类 似 的 现 
象 上 -21]。 图 8 表示 Q 循环 最 简单 的 机 制 。u 为 特殊 的 Q, 氧 化 时 ,可 给 出 一 电子 经 Re 中 
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“类 春 体 内 部 空间 
图 8 叶绿体 电子 传递 中 可 能 的 Q 循环 Cl 


心 ,Cytf,PC 到 PS IT 。 另 一 个 电子 经 一 跨 膜 产 生 电 的 反应 到 位 于 类 圳 体 膜 外 表面 的 PQ 还 
原 酶 V。 当 分 别 来 自 u 及 PS I 的 电子 被 V 所 用 时 ,就 可 经 一 电 中 性 跨 膜 传递 HB 
u(y PQH,), RQ 循环 。 另 外 ,u 也 可 被 结合 于 PST 的 PQs BGI, QAR 产生 的 氧 
化 还 原 环 (loop) 在 电子 传递 中 所 起 的 作用 可 从 下 述 现象 判断 , 即 电子 传递 从 PSI 到 PSI 
的 H* /e" 比值 之 1, 并 因 跨 膜 的 额外 电场 而 导致 指示 电场 的 518 nm 吸收 的 快 上 升 (指示 六 
光 下 在 PSIT .PSI 反应 中 心 发 生 的 电荷 分 离 ) 之 后 紧 接着 的 慢 上 升 ,这 表明 闪光 下 有 Q 循 
环 的 存在 。 但 在 恒 态 及 重复 饱和 闪光 下 , 尚 须 证 明 Q 循环 的 作用 。 

光 系 统 工 包括 反应 中 心 复合 KR Chla/b- 和 蛋白 复合 体 (LHC- I )。 最 近 研究 支持 反 
应 中 心 P700 为 单 分 子 Chla。 在 反应 中 心 分 离 的 电荷 经 电子 受 体 链 进行 快速 传递 ， 


h PS .. 170 ns 
le 700—> A, => A, coh AS UN Ie (中 心 了 -中心 A) 


同义词 ChlaI AS P 430 
化 学 本 质 Chla/Chla* Chla/Chal- Fe,S,(?) 2Fe,S,- 中 心 
EF}, - 十 450 mV 一 900 mV 一 705 mV 一 590 和 一 530 mV 


从 EPR 讯号 表明 P700:A:Ai 的 分 子 比 为 1:1:1。PSI 复 合体 可 AR 地 氧化 PC, 并 经 
Fd 还 原 NADP-*。 这 个 复合 体 由 六 一 七 个 多 肽 组 成 ,反应 中 心 可 能 有 两 个 70 KD 多 肽 ,每 
一 个 联结 约 20 个 Chl 分 子 。 


3 . 电子 传递 复合 体 在 类 训 体 膜 上 的 横向 分 布 


近年 来 对 于 PSI 和 PSI 复合 体 在 类 面体 膜 的 志 释 的 基 粒 和 裸露 的 非 RAR Ms 
间 分 布 的 研究 迅速 开展 起 来 。 我 们 实验 室 近 来 研究 短 时 间 低 渗 阳 离子 诱 SRHRAM 
BRA TWH, BARA PRA ABW H 多 于 松散 膜 ,松散 RH ZER. RA 
RA ICG BILE Am TMH. AUREL UE TEE BPO. DRE 
递 和 质子 转移 的 动力 学 过 程 与 电子 传递 体 在 空间 横向 分 布 有 密切 关系 。 冰 冻 断 裂 显 微 观 
察 , 在 霖 簿 和 非 折 释 区 颗粒 分 布 的 数目 和 大 小 显著 不 同 。 两 个 光 系统 在 霖 至 和 裸露 区 的 
横向 分 布 极 不 均一 。 在 基 粒 RAKBS PSI(PSI:PSI =10:1); RRR IERSE 
PST 占 优势 (PSIT:PSI 可 达 1:30)( 见 图 9 )。 经 Yeda Press 机 械 切 剪 、 相 分 离 所 得 翻转 
粒子 (inside-out vesicle) FA PSI (LA 10). KEM A 分 布 的 不 均一 性 提供 了 
证 据 。Cytbe-f 在 膜 上 是 否 均 一 分 布 , 说 法 不 一 。 从 许多 不 同 实 验 结 果 归 纳 的 模式 
LL,WHRrABRKWESAKERARAMIERA KY OPA BE 的 不 同 横向 分 布 , 各 有 支 
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图 .10 经 Yeda Press 及 相 分 离 制备 翻转 11 不 同 横向 分 布 的 电子 传递 模式 图 O9 


粒子 (inside-aut vesicle)" 


持 的 实验 证 据 。 这 横向 分 布 的 不 均一 性 ,提出 了 电子 从 霖 释 区 到 裸露 膜 部 分 的 长 距离 传 
递 的 问题 。 这 是 由 可 移动 的 PQ.PC Fd R.HRARM A 膜 连接 起 来 。PC 、Fd 分 
别 在 类 圳 体 膜 的 内 表面 和 外 表面 上 扩散 移动 ,而 PQ/PQH: HK e /H* 递 体 ,在 膜 内 
扩散 移动 。 从 上 述 可 知 , 整 个 电子 传递 速度 的 限制 步骤 是 PQH: 被 Cytbe- 二 的 氧化 , 似 
是 PQH: 的 扩散 性 质 控 制 光 下 电子 传递 的 最 大 速度。PQH: 的 扩 散 系数 为 10” cm /s， 
PQ/PQH, 扩散 最 快 时 间 为 2 ms, 这 将 限制 POH, 的 横向 扩散 距离 在 100 一 150 nm, 不 足以 
传递 电子 从 志 释 区 到 间 质 裸露 区 (500 一 1000 nm) 的 距离 。 这 需要 从 分 子 水 平 结 合 膜 的 状 
态 去 研究 电子 传递 的 机 制 , 复 合体 的 确切 的 横向 分 布 ,以 及 小 分 子 递 体 怎样 进行 长 距离 扩 
散 ,以 协调 不 同 复合 体 之 间 有 效 地 进行 电子 传递 ,以 获得 最 适 的 量子 产 量 , 这 对 研究 能 量 
转化 和 电子 传递 的 生理 调节 是 具有 重要 意义 的 。 


=, AT RRA RR UNE RIME 


对 于 电子 传递 与 光合 磷酸 化 之 间 的 关系 ,涉及 偶 联机 制 ,AITP/2e 、H /e 、H /AIE 
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等 准 量 关 系 , 循 环 光合 磷酸 化 的 作用 及 光合 控制 等 问题 。 这 里 主要 讨论 偶 联机 制 。 

光合 作用 电子 传递 的 氧化 还 原 反 应 与 ATP 形成 的 偶 联 机 制 , 多 年 来 是 一 个 广泛 研究 
的 理论 问题 ,也 是 一 个 有 争论 的 问题 。 电 子 传递 怎样 偶 联 磷酸 化 ,在 能 量 转换 中 是 以 怎样 
的 方式 贮存 能 量 推动 ATP 形成 ,许多 实验 室 对 这 问题 进行 研究 ,发展 了 不 少 学 说 ,企图 予 
以 解释 。 


1. 高 能 态 的 发 现 


HA AUR 1962 411"), Hind 和 Jagendorf 于 1963 年 2 ,先后 发 现 小 麦 、 菠 菜 
叶绿体 在 光 下 形成 某 种 高 能 态 , 在 暗中 可 推动 ADP,.Pi 形成 ATP。 在 不 同 植 物 的 叶绿体 
及 光合 细菌 的 载 色 体 照 光 后 均 能 形成 高 能 态 , 表 明 它 在 光合 作用 中 是 普遍 存在 的 一 个 基 
本 现象 。 这 种 高 能 态 是 一 种 什么 物质 或 状态 并 不 明确 。 以 后 曾 基 于 Slater 所 提出 的 化 学 
中 间 物 假说 王 1, 企 图 分 离 或 证 实 所 假设 的 高 能 中 间 物 的 存在 ,但 迄 未 成 功 。 


2. 化 学 渗透 学 说 对 偶 联 机 制 的 解释 ,AH 推动 ATP 形成 的 实验 证 据 


Mitchell 1961 年 2 提出 化 学 渗透 假说 ,1966 年 2 加 以 增订 ,以 后 在 1978 年 获得 
诺 贝 尔 奖金 。 这 个 假说 现 已 被 普遍 接受 ,是 从 另 一 角度 , 即 不 是 用 中 间 物 而 是 用 膜 两 侧 的 
电位 差 和 质子 浓度 差 推动 ATP 形成 来 解释 。 这 大 大 推动 了 光 合作 用 的 研究 。 大 量 实验 
结果 支持 Mitchell 的 设想 , 即 在 电子 传递 和 ATP 形成 之 间 , 跨 膜 质子 浓度 差 及 电位 差 是 
必要 的 高 能 中 间 态 ” :。Mitchell 的 理论 相当 快 地 得 到 许多 从 事 光 GRR 化 的 研究 者 
的 支持 ,并 不 是 很 突然 的 ,因为 有 许多 早期 的 实验 观 BRET 证 据 。GDJagendorf 等 在 
1963 EUG OU RAE RAR BP RE, SR 介质 中 pH 增高 ,这 是 由 于 叶 绿 
体 光 下 从 介质 中 吸收 于 * 的 结果 。 以 后 证 明 这 光 下 介质 中 所 消失 的 质子 是 进入 了 类 赛 体 
腔 内 ,从 而 内 部 变 酸 ,外 部 溶液 变 碱 。H* 在 光 下 被 吸收 而 在 暗中 流出 的 动力 学 与 高 能 态 
光 下 形成 而 暗中 衰减 的 动力 学 很 相似 。@Jagendorf 和 Uribe 在 1966 4E° PET NAG 
的 酸 - 碱 磷酸 化 的 实验 , 即 先 将 叶绿体 于 pH4 的 介质 中 暗 保 温 , 使 膜 内 外 离子 浓度 达到 平 
衡 , 然 后 注入 pH 8 介质 (其 中 含有 ADP,、Pi) 中 , 膜 外 侧 立 即 中 和 ,而 在 囊 内 短 时 间 内 仍 为 
pH 4, 之 后 由 于 内 外 浓度 差 ,H* 向 外 运动 导致 ATP 形成 。 这 排除 了 电位 差 的 作用 。 图 人 
工 外 加 电场 名 ]。Witt 等 用 高 压 引起 快速 电 脉冲 类 似 饱 和 闪光 在 暗中 处 理 叶 绿 体 , 可 导致 
ATP 形成 ,这 排除 了 质子 浓度 差 的 作用。 人工 扩散 电位 5 也 可 导致 ATP 形成 。 叶 绿 体 
如 先 在 1 mmol/L KCl 暗中 保温 ,然后 注入 100 mmol/L KCl 中 (含有 ADP,Pi), FA#AB 
素 加 速 K+ HB, AFR ADK 浓度 的 不 平衡 ,产生 扩散 电位 。 田 照 光 KEK 跨 膜 质 
子 浓度 差 可 达 3 一 3.5 pH 单位 , 膜 电 位 差 10 一 100 mV; 进 行 光 合 磷酸 化 时 , 跨 膜 质子 浓度 
差 减 少 ,并 加 速 515 nm 吸收 衰减 。515 nm 光 下 吸收 变化 是 指示 类 夺 体 膜 电 位 差 的 形成 ， 
即 进 行 磷酸 化 降低 了 跨 膜 电化 BBS ADH (包括 电位 差 Ap MMTRE APH), 
©ApPH 和 Ap 在 光合 磷酸 化 反应 起 始 或 恒 态 下 的 贡献 不 同 , 初 态 下 以 Am 为 主 , 恒 态 下 即 
以 ApH 为 主 ,但 电位 差 也 有 相当 贡献 431, 二 者 可 单独 或 共 同 推动 ATP UK. ORMR 
作用 机 制 。 
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胶 解 联 作用 机 制 


H+ ‘Ht 
RNH} 二 一 RNH2> RNH: 二 一 RNH; 9] 88] 76 
一 Hf 一 H4 


3, aE APH" 形式 的 高 能 态 存 在 的 可 能 性 


生物 体内 的 能 量 转换 方式 可 能 是 多 样 的 。 随 着 研究 的 深入 ,人 们 观察 到 的 与 化 学 渗 
透 理 论 相 矛盾 的 现象 逐渐 多 起 来 ，@ 按 化 学 渗透 理论 ,在 氧化 还 原 反 应 和 ATP 形成 之 间 
的 能 量 转 换 ， 是 唯一 以 跨 膜 AnH+ 来 调节 的 ,这 ApH+ 的 幅度 大 小 是 关键 之 点 。 
但 ApH*+ 幅度 大 小 与 PSP 的 关系 是 很 矛盾 、 很 不 一 致 的 ， 这 在 我 们 的 工作 中 也 常 遇 
到 。@ 据 根 化 学 渗透 概念 ,光合 磷酸 化 与 跨 膜 ApH 发 展 有 关 , 跨 膜 ApH 幅度 与 内 部 缓冲 
容量 有 关 , 增 加 内 部 缓冲 能 力 , 则 延迟 ApH 的 形成 ,这 将 表现 在 光合 磷酸 化 的 诱导 期 上 ， 
但 Ort 和 Dilley5s 以 可 透 过 的 缓冲 剂 处 理 , 并 未 增加 光合 磷酸 化 的 延迟 时 间 。 他 们 认为 
跨 膜 ApH 对 于 光合 磷酸 化 来 说 可 能 仅仅 是 第 二 位 的 。 轿 在 光合 细菌 载 色 体 中 ,以 低 光 强 
引起 部 分 解 偶 联 或 以 抗 霉 素 A 抑 制 电子 流 ， 使 AnH* 急剧 下 降 ， 但 光合 磷酸 化 速度 不 变 ， 
推测 可 能 电子 流 与 ATP 合成 酶 有 更 直接 的 偶 联 08?s90。 人 从 我 们 实验 室 的 工作 看 到 , 似 
有 除 跨 膜 质子 浓度 差 和 电位 差 以 外 形式 的 高 能 态 可 直接 推动 ATP 形成 ,这 种 高 能 态 与 膜 
”本 身 的 能 量 转换 直接 有 关 , 推 测 可 能 有 区 域 化 质子 的 存在 [as,'*e1。 从 对 H+ 释放 动力 学 的 
研究 中 看 到 , 与 水 分 解放 氧 偶 联 所 释放 的 H*+ 可 直接 与 CF。 发 生 RAL, Dilley 等 基于 
ARATE AE RE A SH), 认为 PSI 水 氧化 时 所 放出 的 H* 可 直接 到 达 CF, 
(这 个 区 域 不 易 接 近 PS I 反 应 所 放出 的 质子 )( 如 图 12)。 如 接 化 学 渗透 概念 , 则 如 图 13, 
BDH* 要 先进 入 内 水 相 , 然 后 经 CF。 质子 通道 流出 。 因 此 寻求 解释 这 种 可 能 存在 的 膜 直接 
能 量 转换 的 偶 联 机 制 就 越 来 越 引 起 人 们 的 关注 了 。 


» 
Hf 


图 12 PSI 水 氧化 释放 五 * 部 位 与 膜 内 的 CF。(8 kD) 复 合体 直接 联系 的 模式 图 09 
4. 膜 上 区 域 化 质子 假说 的 可 能 解释 


Williams 在 1961 年 提出 这 一 假说 "1。 他 的 着 重点 是 ， 偶 联 于 氧化 还 原 反 应 所 产生 


ES 


内 水 相 


图 143 HY 在 直接 进入 类 训 体 内 水 相 后 ,再 经 CF。 质子 通道 流出 的 模式 图 [sal 


的 Ht 可 贮 于 膜 内 ,在 膜 内 形成 区 域 化 (localized) 的 高 浓度 质子 势 。 区 域 化 质子 的 化 学 势 
在 能 量 转换 中 起 直接 的 决定 性 作用 ,而 膜 内 外 两 侧 水 相 的 势 差 是 一 种 次 生 的 现象 ,是 与 膜 
内 区 域 化 质子 势 平衡 的 结果 ,并 不 直接 参与 能 量 的 转换 。 

区 域 化 质子 假说 很 不 同 于 化 学 渗透 理论 将 生物 膜 看 成 是 无 活 性 的 介 电 层 的 观点 ,而 
认为 膜 本 身 可 贮存 质子 ,在 高 度 复杂 化 的 能 量 转换 膜 上 的 电子 传递 复合 体 和 ATP 酶 复合 
体 之 间 具 有 传导 H* HAM. Williams 假说 从 七 十 年 代 中 期 以 来 ,逐渐 引起 研究 
者 的 重视 和 接受 。Robertson 和 Boardman 等 提出 "… ,于 从 外 水 相 被 PQ 携带 进入 膜 内 
的 疏水 区 域 ,了 能 与 小 的 亲 脂 分 子 结合 ,这 种 亲 脂 小 分 子 很 快 横向 扩散 ,携带 也 ` 可 直接 
到 达 ATP 形成 部 位 。 现 在 较 多 的 看 法 5 ERG 差 推动 AIP 形成 ,但 并 不 排 除 在 膜 
内 存在 有 H* 的 特殊 机 制 。 在 类 宫 体 膜 内 的 某 些 区 隔 局 部 可 能 有 高 的 HO 浓度 ,但 这 需要 
直接 的 实验 证 据 , 并 且 区 域 化 质子 与 光合 磷酸 化 的 关系 仍 是 需要 研究 的 问题 。 我 们 从 图 
9 可 以 看 到 ,CEF。 一 CF: 复合 体位 于 裸露 或 非 霖 释 膜 ,CF, 突出 于 RAM. MPSA - 
内 侧 , 距 离 较 远 , 水 氧化 释放 的 瑞 ” 怎样 与 CF。 发 生 直接 联系 ?进一步 的 工 作 将 去 探索 再" 
运动 从 产生 部 位 (水 分 解 及 BQH: 氧化 ) 怎 样 传导 到 CFo—CF, 的 机 制 ,而 这 可 能 是 光合 磷 
酸化 的 主要 限制 步骤 。 


四 、ATP 酶 复合 体 的 结构 功能 


高 能 态 的 实质 是 也” 浓度 差 。 上 面 所 讨论 的 是 与 电子 传递 EKER HMR 
光合 磷酸 化 的 关系 。 但 于” 怎样 被 传导 、 利 用 ,这 就 必 须 了 解 ATP 酶 复合 体 的 结构 与 功 
能 。 

叶绿体 中 ATP 在 光 下 合成 是 由 类 圳 体 膜 上 的 ATP BS 合体 所 elt. ATP 酶 复合 
体 由 两 部 分 组 成 ,催化 部 分 是 亲 水 的 ,为 膜 的 外 周 蛋 白 , 很 容易 从 膜 上 摘除 下 来 ,经 活化 处 
理 具 有 ATP 酶 的 水 解 活力 ; 膜 部 分 CP, 是 疏水 蛋白 ,起 质子 通道 作用 。ATP 酶 复合 体 将 
ATP 形成 和 水 解 偶 联 于 于” 运动 ,内 部 甘 - 向 外 流出 推动 ATP 形成 ,降低 质子 梯度 ;而 在 
ATP 水 解 时 则 以 相反 方向 使 于 -向 内 转移 引 起 内 外 质子 梯度 。 这 种 可 eS 再 的 
ATP fig, X04 H*-ATP fig, ATP 合成 酶 ,CEF, 一 CFo。 这 种 酶 与 细菌 及 线粒体 中 的 ATP fig 
相似 。 
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KPKIE E ATP 酶 的 含 BAM", AM 1:500 至 1:1800 Chi, 平均 值 为 1:860， 
与 生长 状况 有 关 。 酶 在 膜 上 分 布 很 不 均一 ,CEF; 突出 于 膜 的 间 质 侧 , MERE 基 粒 区 是 疫 
有 的 。 

1. 偶 联 因子 (CF, HAM RE ” 

叶绿体 ATP 酶 含有 八 种 不 同 的 亚 单位 ,五 种 属于 CF,, 三 种 属于 CF. Cri 的 五 种 亚 
单位 分 别 以 希腊 字母 c;B,Y,6,e 代表 其 不 同 大 小 的 多 肽 ,分 子 量 依次 为 59,56,37,17.5， 
13kD。 其 分 子 组 成 早 期 测定 为 ozypB:,Y;oyez, 最 近 则 认为 是 as,Bs,Y, ove* 基 于 前 者 所 计算 
的 CF, 的 分 子 量 为 325 kD, 如 基于 后 者 则 计算 为 410 kD. MA 14 可 见 ,a*8 突出 于 膜 外 ， 
上 有 核 苷 酸 结 合 部 位 。 但 催化 部 位 似 在 B 亚 单 
位 上 。wa 亚 单位 起 调节 催化 的 作用 。Y 在 能 量 转 
换 中 具有 传导 质子 的 作用 ,早期 认为 Y 不 仅 起 
控制 H+ RAF, WAIVE, MA ATP 
和 水 解 活力 方面 起 重要 的 调节 作用 。Y RE ii 
后 致使 其 构象 变化 而 改变 复合 体 的 HB 性 。 
故而 可 能 Y 既 调节 在 ATP 酶 内 He 的 运动 , 也 
调节 由 H* 所 导致 的 变化 。8 作用 有 助 于 CF, 
连接 到 类 圳 体 膜 上 的 CF。, 但 最 近 看 到 , HOB 
CF, 重组 到 残缺 CF, WE LW 通道 仍然 打 . 
开 , 只 有 在 重组 时 加 有 8,H” 漏 才 被 阻止 。e 抑 
制 CF, ATP 酶 活力 ,起 调节 CF, 的 偶 联 活力 ett) aie ee 
和 ATP 酶 水 解 活力 的 作用 。 * 

离 体 的 CF, LA=T+AMHKERE 合 部 位 。 在 部 位 1 ,有 一 结合 态 ADP, 可 与 介 
质 中 ADP 或 ATP 交换 ,这 不 是 催化 部 位 而 可 能 是 调节 部 位 。 在 部 位 2 ,可 能 是 Mg-ATP 
的 结合 部 位 ,此 结合 态 ATP SCF, 为 等 分 子 结合 ,其 离 解 常数 很 低 , 不 起 直接 的 催化 作 
用 。 在 部 位 3 ,可 结合 ADP 和 ATP, 离 解 常数 约 为 2/um, 核 苷 酸 很 易 离 解 。 荧 光 共 振 能 
量 传递 测定 表明 , 这 三 个 结合 部 位 形成 一 各 边 为 44,48,36A 的 三 角形 。 

VES Se Ze AA, RE HK LAY CF, 在 光 下 发 生 构象 变 化 ,Ryrie 和 Jagendorf 最 早 观察 
到 这 一 现象 所 1]。 他 们 将 类 圳 体 悬 浮 于 含有 “HO 的 介质 中 照 光 或 人 工 质子 梯 度 使 之 能 
{t. CF, WHR 5 °H,O 中 的 °H RAK, CF, KIM, SA RI 中 高 得 多 的 *H, 可 达 
100“H/CF,。 说 明 叶 绿 体 能 化 时 ,在 CF, 内 部 的 可 与 HRMNHBAAIKE 暴露 出 来 , 因 
MR MAT Hic. VER ICM He 可 被 解 联 剂 ,电子 传递 抑 制剂 所 抑制 ,说 明 类 FER AES FF 
CF, 发 生 的 构象 变化 是 需 能 的 。 推 测 CF, 需 能 构象 变化 可 能 与 酶 转 变 成 为 活化 状态 有 
关 。 当 叶绿体 处 于 能 化 状态 , 即 CF, 在 光 下 发 生 构象 变化 时 ,CEF; 的 亚 单位 才 可 被 化 学 修 
人 饰 剂 修 饰 ,这 也 提供 了 证 据 。 现 虽 有 一 些 方法 可 检测 CF, 需 能 构象 变化 ,但 没有 适合 于 作 
动力 学 分 析 的 ,因此 尚 不 知 这 种 构象 变化 速度 是 否 快 到 足够 使 磷酸 化 起 始 或 使 酶 活化 。 
研究 还 表明 ,类 宫 体 在 光 下 形成 ApH, 使 得 CF, 发 生 构 象 变化 ,这 时 牢固 结合 的 核 ERE 
成 松弛 结合 的 ,这 样 的 CF' 构象 状态 使 类 宫 体 更 加 易于 漏 失 质 子 。 照 光 时 如 RRR 
在 , 则 将 减少 质子 的 漏出 与 1。 我 们 实验 室 在 研究 偶 联 机 制 时 ,发 现 使 电子 传递 与 光合 磷 酝 


- Ay 


化 偶 联 效率 降低 的 主要 原因 可 能 是 ,即使 在 进行 光合 磷酸 化 反应 时 , 仍 有 不 少 能 量 会 通过 
CF, 无 效 耗 散 。 发 现 可 用 一 些 偶 联 效 率 改 善 齐 改善。 这些 改善 剂 如 金竹 素 、. 多 粘 菌 素 和 
某 些 多 元 酸 。 它 们 的 改善 作用 都 与 影响 CF: 的 变 构 有 关 。 它 们 的 作用 部 位 虽 有 所 不 同 ， 
如 金 霉 素 可 能 作用 于 Y, 多 粘 菌 素 则 作用 于 8, 但 它们 都 导致 诱导 CF, 构象 变化 ,减少 能 量 
的 无 效 耗 散 , 从 而 改善 偶 联 效率 。 它 们 在 CF, 能 量 转换 中 的 作用 见 图 15[”)。 


ADP 
图 15 在 CE'; 能 量 转换 过 程 中 偶 联 效 率 改 善 剂 的 作用 部 位 


2 CF, 的 结构 功能 以 ?5 


由 于 叶绿体 ATP 酶 复合 体 的 分 离 纯化 技术 的 进步 ,对 疏水 的 CF。 的 亚 单位 的 研究 也 
有 相当 进展 。 现 已 知 CF 由 三 种 不 同 的 亚 单位 I.、 工 \ 亚 组 成 ,分 子 量 分 别 为 15,12.5， 
8kD, CF, 的 最 小 亚 单位 亚 是 结合 DCCD 的 脂 蛋 白 (proteolipid), 这 种 脂 蛋白 的 作用 是 
作为 类 圳 体 膜 的 质子 通道 ,其 生理 功能 是 将 内 部 质子 跨 膜 传导 给 CF:。 这 种 脂 蛋 AME 
六 聚 体形 式 才能 形成 质子 通道 传导 质子 ,其 中 含有 81 个 最 疏水 的 所 基 RCL 16). 
聚 体 中 的 一 个 单 体 如 与 DCCD (— HER — 
亚 胺 ) 结 合 ,就 将 完全 阻止 A 传导 ,完全 抑制 类 
FERNY ATP 酶 活力 。 最 近 已 证 明 这 种 脂 蛋 自 
的 氨基 酸 上 顺序。 从 DCCD 是 作用 于 8kD 多 
肽 上 的 谷 氮 酸 或 天 冬 氨 酸 残 基 , 这 对 于 研究 传 
导 于 -的 分 子 机 制 有 可 能 着 手 进行 了 。 

对 其 他 两 个 亚 单位 的 作用 了 解 尚 少 。 可 能 
亚 单位 工 是 防止 脂 蛋 白 的 六 聚 体 离 解 , 保持 亚 
单位 亚 的 六 个 单 体 集合 成 为 活化 的 质子 通道 。 


结合 了 PCGCP 


的 脂 蛋白 


| 


16 了 的 多 肽 和 了。 的 结合 DCCD 
的 脂 蛋白 在 膜 上 的 排列 模式 图 [4 


ay ae 


亚 单位 I 则 含有 结合 CF, 的 部 位 ,在 CF, 连 
接 后 ,可 避免 H* 经 过 脂 蛋 白 通 道 的 无 用 漏 
失 。 

最 近 , 我 们 实验 室 在 研究 寡 霉 素 `DCCD 对 
叶绿体 传导 下 -的 作用 中 看 到 ,DCCD 可 


‘ art oa ,和 六 ya nl 
| 
[ 


恢复 残缺 CF, 的 类 面体 膜 的 跨 膜 ApH 幅度 大 到 正常 的 ~80% 。 容 霉 素 完 全 不 能 恢复 ， 
并 可 加 速 叶绿体 照 光 后 内 部 OH A i. eB SE A DCCD 的 作用 部 位 和 机 制 是 不 
同 的 ,与 在 线粒体 中 的 作用 也 不 同 。 这 可 能 有 助 于 对 质子 通道 机 制 的 研究 。 


。 重 组 试验 [4?， 945) 


roves Tae Ta ee 分 别 拆 离 , 然后 重组 于 原 来 的 残缺 膜 或 
人 工 脂 质 体 以 重建 恢复 磷酸 化 活力 ,这 是 研究 ATP 酶 (CEF,) 的 结构 功能 的 重要 途径 之 一 。 

如 以 稀 溶 液 EDTA( 乙 二 胺 四 乙酸 ) 将 CF, 从 膜 上 摘除 , 则 明显 增加 膜 对 蕊 ”的 透 性 ， 
引起 解 联 ,光合 磷酸 化 活力 丧失 。 从 膜 上 将 CF 摘 去 ,使 CF。 质子 通道 暴露 于 外 ,因而 类 
圳 体 膜 系统 在 光 下 不 能 建立 跨 膜 质子 势 。 如 将 CF, BAT Rik CF, RAR, NA CF, 
阻止 H 从 CF, 漏出 ,并 参与 AIP 形成 的 催化 作用 ,从 而 可 重建 跨 膜 ApH, 因而 恢复 光合 
磷酸 化 活力 。 

Carmeli 和 Racker? 首次 重组 成 功 与 光合 磷酸 化 有 关 的 需 能 的 “P-ATP 交换 反应 。 
Nelson 和 Hauska!®’! 用 叶绿体 组 分 成 功 地 完成 了 光 合 磷酸 化 功能 的 重 组 。 离 体 的 ATP 
酶 复合 体 以 其 活化 形式 参 入 脂 质 体 ,在 酸 - 碱 变化 或 外 加 电场 均 可 导致 ATP 形成 。 虽 然 这 
ATP 形成 速度 远 低 于 正常 叶绿体 ,但 这 毕竟 是 一 重要 进展 。 重 组 时 需 类 圳 体 中 的 脂肪 如 
半 乳 糖 甘 油 二 酯 (galactosyl diglycerides)、 硫酸 异 鼠 李 糖 甘油 二 了 0 digly- 
cerides ) 的 存在 ,粗大 豆 脂肪 对 重建 活力 更 为 有 效 握 1。 

近年 来 ,我 们 实验 室 对 CF,-ATP 酶 的 结构 与 功能 进行 了 较 系 统 的 试验 。 当 将 不 同 植 
物种 属 来 源 如 菠菜 、 鼻 豆 的 叶绿体 上 的 CF, 摘 下 进行 互 换 时 号 1 ,发 现 互 换 后 ,在 恢复 光合 


磷酸 化 活力 上 有 彼此 增益 作用 。 进 而 证 明 残 缺 CF 的 类 宫 体 膜 可 与 植物 线粒体 晴 膜 组 合 


成 为 一 种 新 的 功能 膜 “ ,这 是 介 平 残缺 膜 与 风 膜 之 间 的 一 种 膜 组 织 。 最 近 又 进一步 证 明 
了 菠菜 类 者 体 残 缺 膜 与 鼠 肝 线 粒 体 嵌 膜 产生 了 融合 膜 ,融合 膜 的 光合 链 与 呼吸 链 的 电 
子 递 体 之 间 相 互 衔接 起 来 。 这 就 证 明了 两 种 能 量 转化 细胞 器 磷 酸化 机 构 的 同一 性 ， cig 
上 的 相近 性 。 


关于 膜 上 进行 能 量 转换 的 几 种 复合 体 的 结构 与 功能 研 究 的 进展 ,是 在 既 深 入 分 析 能 
量 转换 的 精细 的 分 子 机 制 , 又 注意 研究 生物 体内 能 量 转化 各 步骤 之 间 怎 样 协调 地 在 工作 ， 
以 得 到 高 的 换 能 效率 的 结果 。 

现 已 了 解 ,电子 传递 与 磷酸 化 偶 联 机 制 中 的 能 量 主要 是 通过 H* 的 运动 来 转换 。 生 
物体 内 的 换 能 方式 可 能 是 多 样 的 ,如 均 通 过 Ht 的 运动 来 实现 , 则 孔 * 存在 的 方 式 也 可 以 
ESN. PRUE ADH" 形式 外 ,也 可 能 以 膜 上 于 "形式 存在 。 至 今 对 于 于 "产生 
的 机 制 已 较 清 楚 , 对 于 瑞 " 释放 、 传 导 以 及 怎样 被 利用 于 ATP 形成 的 机 制 正 在 研究 之 中 ， 
NTH 在 膜 上 的 运动 将 会 有 更 多 的 认识 。 

ATP 作为 生物 中 储 能 和 换 能 的 “通货 ?已 经 知道 有 三 十 多 年 了 。 根 据 现 在 的 知识 , 则 
可 认为 AnH" By, AH 就 象 ATP 一 样 是 细胞 能 量 转 换 形 式 。Skulachevc & 
结 了 AnH 功能 , 见 图 17。 可 以 说 ,所 有 活 细胞 主要 作 功 方式 均 由 AuH” 推动 ,这 可 能 A 
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图 17 AR 于 ”在 细胞 能 量 转换 中 的 作用 


有 重要 的 实际 意义 。 

线粒体 和 叶绿体 在 进化 ,结构 和 功能 上 都 有 很 多 相似 之 处 。 光 合 作用 和 呼吸 作用 的 
能 量 转换 有 许多 共同 点 。 在 机 制 研究 上 不 少 地 方 可 以 互相 借鉴 ,这 对 于 探讨 生 物 中 能 量 
转换 规律 来 说 是 重要 的 。 


| 
| 
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胰岛 素 分 子 结构 与 功能 关系 的 复杂 性 


(中 国 科 学 院 生 物 物 理 研 究 所 ) 


一 、 前 言 三 、 胰 岛 素 分 子 与 其 受 体 的 结合 和 生物 活力 
二 、 胰 岛 素 分 子 的 三 维 结构 与 功 能 一 贡献 给 四、 胰岛 素 分 子 刺 激 代谢 和 刺激 生长 的 不 同 的 
胰岛 素 分 子 与 其 受 体 相互 作用 的 可 能 的 结 生物 功能 与 结构 的 关系 
构 因 素 五 、 非 胰岛 素 物质 的 胰岛 素 生 物 效应 
1。 胰 岛 素 分 子 的 一 个 表面 六 、 胰 岛 素 分 子 的 进化 和 功能 


2。 胰 岛 素 分 子 的 柔性 


Til 


一 、 前 


自 1921 年 Best 和 Benting 从 小 牛 胰腺 分 离 到 胰岛 素 以 来 ,人 类 对 胰岛 素 的 研究 已 有 
六 十 多 年 的 历史 了 ,1955 年 Sanger 阐明 了 胰岛 素 分 子 的 全 部 氨基 酸 顺 序 ,六 十 年 代 中 ， 
中 国 的 科学 家 以 及 美国 和 联邦 德国 的 两 个 小 组 先后 成 功 地 用 化 学 方法 全 合成 了 具有 全 部 
生命 活力 的 结晶 胰岛 素 , 这 是 人 类 历史 上 人 工 合成 生命 物质 的 首次 创举 。 七 十 年 代 初 , 英 
国 牛津 小 组 所 和 中 国 小 组 护 解 出 了 高 分 辩 率 的 胰岛 素 分 子 的 空间 结构 (图 1 )。 对 胰岛 素 


图 1 沿 非 结 晶 学 二 次 轴 看 的 胰岛 素 分 子 二 体 的 原子 位 置 投影 图 叫 
致谢 : 作者 衷心 感谢 邹 承 鲁 教授 在 本 文 撰写 过 程 中 所 给 予 的 多 方面 的 帮助 和 提出 宝贵 的 意见 。 


a > 


分 子 结构 的 这 几 次 认识 的 飞跃 极 大 地 推动 了 胰岛 素 分 子 结构 与 功能 的 研究 。 近 廿 多 年 来 ， 
用 各 种 化 学 修饰 和 合成 方法 制备 了 几 百 种 在 分 子 的 不 同 部 位 作 不 同 修饰 的 胰岛 素 衍 生 
物 ,组 成 胰岛 素 分 子 的 51 PALER RAH BD AA 32 个 作 过 不 同 的 修饰 (图 20 WAS 
同 种 属 的 动物 来 源 也 分 离 到 几 十 种 结构 不 同 的 胰岛 素 " OR 1 )。 比 较 这 些 胰 乌 素 分 子 
的 溶液 构象 和 晶体 结构 ,研究 它们 的 各 种 不 同 的 生物 功能 的 表现 ,对 阐明 嘴 号 素 分 子 结构 
与 功能 关系 积累 了 丰富 的 知识 ,对 揭示 激素 分 子 发 挥 生物 功 能 的 作用 机 制 也 作出 了 许多 
有 价值 的 贡献 上 2。 但 是 离 最 终 揭 示 胰 岛 素 分 子 如 何 发 挥 生物 功能 的 奥秘 仍然 还 有 很 远 
的 距离 。 | ; 
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2 ”胰岛 素 分 子 的 化 学 修饰 ， 
图 中 数字 为 用 合成 方法 A 和 半 合 成 方法 B 作 过 修饰 的 氨基 酸 残 基 位 置 ; 卫 . Edman 降解 ; C. ake 
A 或 羧 肽 酶 B;T 胰 蛋 白 酶 ; 卫 胃 和 蛋白 酶 ;垂直 线段 表示 从 C 端 或 从 N 端 切 去 相应 的 氨基 酸 或 肽 段 。 垂 直 虚 
线 表 示 二 种 酶 的 作用 ( 工 十 C 或 卫 十 CD) 


近年 来 , 随 着 对 生命 现象 认识 的 深入 ,在 胰岛 素 研究 中 也 发 现 了 许多 全 新 的 有 关 分 子 
结构 与 功能 关系 的 现象 ,这 为 胰岛 素 结构 功能 的 研究 提出 了 一 系列 新 的 课题 ,也 向 胰岛 素 
的 研究 者 们 提出 了 新 的 挑战 。 未 来 ,要 在 胰岛 素 分 子 结构 与 功能 关系 以 及 作用 机 制 研究 
中 获得 实质 性 的 突破 ,必须 越过 以 往 经 典 概念 所 形成 的 界限 ,充分 地 运用 近代 科学 的 新 概 
念 和 新 技术 ,为 胰岛 素 研究 开辟 新 的 途径 ;不 仅 研究 胰岛 素 分 子 本 身 , 还 必须 研究 它 的 受 
体 , 特 别 是 两 者 的 相互 作用 ,把 胰岛 素 研究 全 面 地 推进 到 生物 科学 和 医学 的 前 沿 。 


二 、 胰 岛 素 分 子 的 三 维 结构 与 功能 贡献 给 胰岛 素 分 子 
与 其 受 体 相互 作用 的 可 能 的 结构 因素 


1. 胰岛 素 分 子 的 一 个 表面 


生物 大 分 子 特定 的 空间 结构 是 其 发 挥 复杂 的 生物 功能 的 基础 ,或 者 说 正 是 在 这 种 特 
定 的 三 维 结构 中 蕴藏 着 分 子 所 参与 的 生物 事件 的 基本 信息 。 现 在 知道 ,和 能 岛 素 发 挥 生 物 
功能 的 第 一 步 是 与 它 的 受 体 的 识别 和 特异 结合 "…!。 我 们 认为 这 个 过 程 涉及 到 整个 胰岛 素 
分 子 的 协同 作用 ,很 难 在 胰岛 素 分 子 内 部 明确 地 划分 出 特定 的 功能 区 ,诸如 结合 部 位 、 活 
性 部 位 或 调节 部 位 等 。 但 我 们 推测 胰岛 素 分 子 与 受 体 的 结合 可 能 主要 发 生 在 分 子 的 一 个 
表面 上 。 这 个 表面 由 两 部 分 组 成 ,一 个 是 具有 相当 面积 的 疏水 区 ,一 个 是 分 散 于 这 疏 水 区 
周围 的 一 些 带 电荷 的 或 极 性 的 基 团 ( 图 3A)。 玻 水 区 是 这 个 表面 的 主体 ,主要 由 B 24Phe、 
B 25Phe,A 19Tyr、B16Tyr、B12Val、A2 Ile 和 B 26Tyr 组 成 。 其 中 的 芳香 环 十 分 重要 , 它 
们 除了 承担 疏水 相互 作用 外 ,很 可 能 还 有 一 些 在 与 受 体 识别 .结合 和 结合 后 诱发 受 体 分 子 
的 构象 变化 中 的 特殊 作用 ;而 其 他 一 些 基 团 或 主 链 部 分 即使 有 一 些 变换 ,只 要 这 个 朴 水 表 
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A3 胰岛 素 分 子 (A) 和 去 了 链 羧 基 端 五 肽 胰岛 素 分 子 (B) 中 可 能 与 其 受 体 结合 的 一 个 表面 。 虚 线 包含 部 分 


为 疏水 区 域 ,周围 分 散 着 一 些 极 性 基 团 
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ee ee a a 


面 仍 能 维持 150A :左右 , 则 不 会 过 于 严重 影响 胰岛 素 分 子 与 受 体 的 相互 作用 。 去 B 链 次 
端 五 肽 胰岛 素 是 至 今 为 止 测 定 了 空间 结构 的 胰岛 素 衍 生物 中 唯一 的 一 个 在 晶体 中 以 单 体 
形式 存在 的 胰岛 素 衍生 物 05。 这 个 分 子 由 于 失去 B 链 羧 端 五 个 氨基 酸 残 基 , 其 疏水 内 核 
反倒 因此 而 更 加 暴露 ,于 是 A3YVval、A16Leu. B15Leu 和 B11 Leu 新 表露 在 原来 的 疏水 

表面 上 ,使 这 个 表面 的 非 极 性 基 团 的 组 成 与 胰岛 素 分 子 有 明显 的 差别 (图 3B), 但 基本 上 还 
是 维持 了 150A 的 面积 。 另 一 方面 ,这 一 朴 水 表面 周围 的 极 性 基 团 基本 保持 不 变 。 这 两 
点 也 许 正 是 这 个 分 子 仍 能 保留 相当 的 受 体 结合 能 力 的 重要 因素 。 所 以 说 ,这 个 相当 大 面 
积 的 疏水 表面 ,就 其 区 域 的 整体 性 来 说 ,在 空间 结构 上 (或 区 域 构象 上 ) 具 有 很 大 的 保守 
性 。 相 对 来 说 , 极 性 部 位 的 残 基 对 分 子 生 物 功 能 的 表现 则 显得 在 化 学 结构 上 更 加 敏感 。 相 
应 于 这 二 个 部 位 ,分 子 表面 和 受 体 之 间 也 涉及 到 两 种 相互 作用 。 一 种 是 非 极 性 的 ,一 种 是 
极 性 的 ,包括 电荷 的 转移 。 非 极 性 的 相互 作用 是 占 优势 的 .基本 的 相互 作用 。 在 其 他 激素 
与 其 受 体 的 相互 作用 中 往往 也 是 这 种 情况 。 

特别 有 兴趣 的 是 B 25 Phe, 它 虽然 处 于 上 述 构象 保守 的 疏水 表面 上 ,但 恰恰 是 二 个 特 
殊 的 例外 。 这 个 残 基 在 构象 上 十 分 活跃 ,在 去 B 链 羧 端 五 肽 胰岛 素 分 子 中 , 它 的 侧 链 的 方 
向 刚好 与 在 胰岛 素 分 子 中 相反 ,而 且 主 链 出 现 过 折 , 说 明 构 象 有 很 大 的 柔性 (图 3); 但 其 
化 学 结构 却 表现 得 格外 重要 , 即 它 的 茶 环 对 胰岛 素 分 子 的 生物 功能 的 表现 十 分 关 键 。 美 
国 Tager 实验 室 在 1983 年 鉴定 到 世界 上 第 一 个 人 的 天 然 变 异 的 胰岛 素 分 F (Chicago % 
异 胰岛 素 ) ,其 变异 发 生 在 _B 25 Phe 为 Leu 取代 59。 用 圆 二 色 和 计算 机 图 象 显示 技术 
并 未 发 现 它 与 天 然 膜 岛 素 分 子 的 结构 有 明显 差异 05。 但 就 B 25 位 置 上 这 一 个 氨基 酸 残 
基 的 改变 便 使 分 子 的 受 体 结合 和 生物 活力 2 分 别 严重 下 降 到 9% 和 2%0s1。 而 在 局 部 构 
象 上 与 天 然 胰岛 素 分 子 有 明显 差异 的 人 工 半 合成 的 B 24Leu ES 素 分 子 则 维 持 了 大 约 
20% 的 生物 活力 07'81。 Tager 实验 室 不 久 后 又 鉴定 到 第 二 个 天 然 变异 的 人 胰岛 BDF 
(Los Angeles 变异 胰岛 素 ) ,其 变异 发 生 在 B 24 Phe 为 Ser 取代 0 ,生物 活力 为 天 然 胰岛 
素 的 16% 。 半 合成 的 B 25 Ser 胰岛 素 则 只 有 0.5% 的 生物 活力 ( 表 2 )。 就 是 说 ,B24 

Phe 无 论 为 Leu 还 是 Ser 取代 ,总 可 维持 20% 左 右 的 生物 活力 ; 但 B 25 Phe 为 Leu 或 Ser 
取代 后 ,活力 就 严重 损失 , 降 到 1% 左 右 。 用 我 们 从 去 B 链 羧 端 五 肽 胰岛 素 分 子 结构 中 得 
到 的 认识 可 以 对 这 种 奇怪 的 结构 和 功能 似乎 不 一 致 的 现象 作出 部 分 的 解释 。B 25 Phe 在 
分 子 的 局 部 构象 中 有 很 大 的 柔性 ,因此 其 芳香 侧 链 被 这 基 的 取代 对 周围 构象 的 影响 可 能 

会 很 大 ,但 苯 环 共 斩 平 面 上 的 于 电子 云 的 丧失 则 很 可 能 影响 整个 分 子 与 受 体 分 子 的 识 
别 ,以 及 与 受 体 结合 后 的 构象 变化 和 相互 作用 ,因此 导致 生物 活力 几乎 丧失 列 尽 。 而 构象 
十 分 保守 的 B 24 Phe 的 苯 环 被 取代 后 ,显然 会 影响 疏水 表面 的 结构 ,致使 与 受 体 结合 
FHA 70 一 80% ,但 Leu 的 烷 基 在 一 定 程 度 上 大 概 还 可 以 弥补 原来 茉 环 在 朴 水 表面 上 所 
起 的 与 受 体 间 的 疏水 作用 ,因此 也 弥补 了 一 定 的 与 受 体 结合 的 能 力 。 

A ERY Gly 是 朴 水 区 外 面 那个 极 性 区 的 重要 成 员 ,其 o 氨基 在 结构 上 应 该 比较 
自由 ,实际 上 在 各 种 胰岛 素 分 子 中 的 构象 表现 却 十 分 稳定 , 它 的 正 电 荷 对 分 子 的 功能 表现 
非常 关键 [01。 Geiger 制备 了 一 系列 A1G1y HAM 构 型 的 其 他 氨基 酸 取代 的 衍生 物 , 发 
现 所 有 工 氨基 酸 取代 的 衍生 物 的 活力 严重 降低 到 10% 左 右 , 而 所 有 相应 的 D 毛 基 酸 取代 


1) 通常 说 的 胰岛 素 生物 活 力 是 指 胰岛 素 在 离 体 细胞 上 刺激 代谢 效应 的 生物 活力 。 
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表 2 ”人 的 天 然 变异 胰岛 素 和 人 工 半 合 成 的 有 关 了 胰岛 素 衍 生物 


变异 或 修饰 位 置 生物 活力 (%%) 受 体 结合 (%%) 
人 的 变异 胰岛素 
Chicago 胰 鸟 素 B25 (Phe—Leu) 1—2 9 
Los Angeles 胰岛素 B 24 (Phe—Ser) 一 一 
Wakayama RS A3 (Val—>Leu) 一 = 
人 工 半 合 成 胰岛 素 
(Leu)®** 胰 乌 素 B 24 (Phe-Leu) 21 15 
(Leu)®* 胰岛 素 B 25 (Phe->Leu) 2.1 ue 
(Ser)®* 胰岛 素 B 24 (了 he 一 Ser) 16 = 
(Ser)®* 胰岛 素 B 25(Phe 一 Ser) 0.5 一 


的 衍生 物 则 保留 70 一 80% BSA IC), 进一步 研究 这 些 衍生 物 的 荧光 性 质 和 对 
结构 的 分 析 , 他 们 认为 是 因为 工 氨基 酸 侧 链 在 分 子 中 的 排 布 造成 的 空间 障碍 破坏 了 分 子 
的 局 部 构象 而 使 活力 降低 。 我 们 对 分 子 模型 的 分 析 认 为 ,相对 于 原来 Gly 没有 侧 链 的 情 
视 , 确 实 工 型 比 D 型 有 侧 链 氨 基 酸 的 取代 会 在 二 体 中 两 个 分 子 的 结合 面 上 相当 拥挤 的 空 
间 内 造成 更 大 的 空间 障碍 ,但 在 胰岛 素 以 单 体 形式 与 受 体 结合 时 5 ,由 于 A 链 氢 端 处 于 
分 子 表面 ,这 种 空间 障碍 将 会 获得 很 大 程度 的 解除 。 换 句 话说 ,在 单 体 中 这 种 空间 障碍 并 
不 十 分 严重 ,因此 不 致 于 引起 重大 的 局 部 构象 变化 而 过 于 严重 影响 与 受 体 的 结合 。 BH 
要 的 因素 很 可 能 是 在 立体 化 学 上 , 工 侧 链 在 胰岛 素 单 体 分 子 中 允许 存在 的 位 置 会 严重 阻 
挡 分 子 与 受 体 的 相互 接近 ,屏蔽 了 毛 基 的 正 电 荷 与 受 体 的 相互 作用 。 而 了 侧 链 的 可 能 
取向 则 仍然 允许 分 子 , 特 别 是 氨基 能 比较 自由 地 与 受 体 分 子 相 互 作 用 。 我 们 对 
LA1 ITrp] 胰 岛 素 和 LA1 D-Trp] 胰 岛 素 的 荧光 研究 王 ] 也 表明 ,Al c 氨基 的 微 环 境 和 侧 链 
取向 在 工 型 和 D 型 两 种 衍生 物 分 子 中 是 有 差异 的 ,而 且 工 -Trp 的 取代 还 可 能 造成 分 子 中 
Al 的 w 氨基 和 A4 侧 链 羧基 之 间 的 盐 键 的 破坏 ,甚至 可 能 通过 分 子 构象 传递 影响 整个 分 
子 的 构象 。 我 们 实验 室 正 在 进行 这 两 种 衍生 物 的 晶体 结构 分 析 。 


2. 胰岛 素 分 子 的 柔性 


生物 大 分 子 结构 的 可 变性 ,或 者 说 柔性 (flexibility ), 和 它 的 结构 的 精确 性 ,或 者 说 刚 
竹 , 是 保证 生物 大 分 子 行 使 其 特定 生物 功能 的 两 个 既 对 立 又 统一 的 性 质 。 胰 岛 素 分 子 和 
它 的 受 体 也 是 这 样 ,特定 的 结构 是 它们 互相 识别 和 结合 的 基础 ,而 结构 的 柔性 则 允许 并 保 
证 它们 在 结合 过 程 中 和 结合 以 后 发 生 各 种 需要 的 构象 变化 。 这 些 变化 可 能 是 局 部 的 , 细 
微 的 ,也 可 能 是 广泛 的 ,显著 的 。 胰 岛 素 分 子 的 B 29 一 30 的 主 链 可 以 发 生 较 大 的 移动 而 
-使 分 子 的 朴 水 内 核 的 某 些 疏 水 基 团 外 露 以 形成 充分 的 疏水 表面 。 朴 水 表面 的 一 些 非 极 性 
侧 链 基 团 的 位 置 可 能 会 作 适 当 的 调整 ,如 芳香 环 的 共 达 平 面 可 以 转向 与 疏水 表面 平行 ,以 
提供 更 充分 的 疏水 接触 ,也 可 以 转 到 与 受 体 的 结合 面 上 某 些 芳香 环 的 共 配 平面 相 平行 的 
方向 ,以 实现 一 些 特 殊 的 相互 作用 。 在 朴 水 表面 周围 的 一 些 极 性 基 团 ,如 B21 Glu,B 13 
Glu,B 29 Lys,A 4Glu,A 18 Asn 和 A 21 Asn 等 也 会 作 较 大 的 构象 变化 , 以 满足 与 受 体 
之 间 的 极 性 相互 作用 。 

胰岛 素 分 子 Al c 氮 基 和 了 B 29 e 氨基 之 间 为 二 氮 基 辛 二 酸 交 联 的 衍生 物 的 3.2 人 分 
状 率 的 晶体 结构 和 圆 二 色 研 究 表明 ,该 分 子 的 结构 与 天 然 胰岛 素 分 子 相 比 , 可 以 说 是 相当 
相似 的 [21。10 人 长度 的 交 联 桥 联 在 刚好 差不多 也 是 LOA FERN ALM BRB REZ 
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间 ,很 可 能 不 会 对 分 子 造成 过 多 的 额外 的 拉力 或 张力 而 影响 分 子 的 整体 结构 ,这 一 点 是 可 
以 理解 的 。 但 是 交 联 分 子 的 受 体 结合 和 生物 活力 只 有 天 然 胰岛 素 的 5% ,如 此 严重 的 活 
力 损失 为 什么 不 能 在 分 子 的 严格 的 空间 结构 中 得 到 反应 ?难道 正 是 那些 “无 关 紧 要 ”的 结 
构 变化 ,在 3.2A 分 辩 率 上 不 足以 发 现 的 细微 变化 ,或 者 在 交 联 分 子 中 原先 存在 的 ,只 是 
在 结晶 过 程 中 被 矫正 了 的 某 些 细微 变化 ,导致 了 这 样 严重 的 活力 损失 ?固然 不 能 完全 排除 
这 些 可 能 性 ,但 更 可 能 的 原因 是 ,分 子 内 的 交 联 修饰 虽然 没有 直接 引起 晶体 中 分 子 结构 本 
身 的 严重 畸变 , 却 很 可 能 会 在 一 定 程度 上 屏蔽 分 子 对 受 体 的 结合 面 ,特别 是 在 对 分 子 的 结 
构 和 功能 都 很 敏感 的 A EA FD B 链 羧 端 区 域 形成 一 个 10 和 长 度 的 交 联 桥 , 十 分 有 可 能 
会 降低 分 子 的 结构 柔性 ,限制 分 子 发 挥 生物 功能 时 的 构象 变化 ,从 而 降低 生物 活力 。 这 同 
样 是 对 分 子 结构 的 损伤 ,只 是 在 静态 时 被 掩盖 了 ,只 有 在 动态 时 才 暴 露出 来 。 这 种 潜在 型 
的 结构 变化 对 功能 的 影响 是 十 分 值得 注意 的 。 

一 般 说 来 ,晶体 结构 分 析 本 身 得 到 的 是 静态 的 结构 信息 ,今天 人 们 对 动态 的 信息 更 感 
兴趣 。 结 晶 学 家 迫切 希望 和 生物 化 学 家 密切 配合 以 获得 各 种 诸如 酶 和 底 物 、. 酶 和 抑制 剂 、 
激素 和 受 体 、 抗 原 和 抗体 .基因 和 调控 蛋白 等 的 复合 物 的 晶体 ,以 及 化 学 反应 的 中 间 物 的 - 
结晶 作 结 构 分 析 。 同 时 使 用 同步 辐射 高 功率 的 X 射线 .电子 计算 机 操作 的 图 象 分 析 、 低 
温 结 构 分 析 以 及 改革 分 析 技术 等 新 的 手段 去 捕捉 生物 大 分 子 发 挥 生物 功能 过 程 中 的 结 梅 
变化 的 动态 信息 ,把 结构 功能 研究 推 向 新 的 水 平 。 二 维 NMR 分 析 技 术 在 获取 溶液 中 生 
物 大 分 子 的 三 维 结构 信息 方面 是 一 种 十 分 有 希望 的 新 的 结构 分 析 手段 。 

天 然 变异 胰岛 素 是 胰岛 素 结构 功能 研究 中 新 的 极 好 的 材料 。 它 的 发 现 以 及 结构 与 生 
物 学 性 质 的 鉴定 将 为 胰岛 素 结构 与 功能 关系 .糖尿病 医学 临床 以 及 胰岛 素 分 子 遗 传 提供 
有 趣 的 信息 。 不 久 还 应 该 可 以 通过 人 工 诱发 腊 岛 素 基因 的 突变 为 胰岛 素 分 子 结构 功能 关 
系 研究 提供 理想 的 定向 变异 的 胰岛 素 分 子 。 


三 、 胰 岛 素 分 子 与 其 受 体 的 结合 和 生物 活力 


胰岛 素 有 多 种 多 样 复杂 的 注 物 功能 ,其 生物 活力 可 用 不 同 的 指标 来 表示 ( 表 3 )。 现 

在 国际 上 一 般 不 常用 刺激 兔 血糖 降低 ,引起 小 鼠 惊厥 等 整体 生物 效应 作为 胰岛 素 的 活力 
指标 ,原因 是 千 扰 因素 多 ,不 易 把 胰岛 素 的 刺激 与 这 种 整体 生物 效应 直接 地 定量 地 联系 起 
来 。 因 此 多 采用 离 体 生物 效应 , 即 测定 胰岛 素 在 从 动物 体内 分 离 出 来 的 诸如 脂肪 细胞 或 
一 些 人 工 培养 的 细胞 上 的 生物 效应 ,如 刺激 葡萄 糖 的 传递 1 .刺激 葡 萄 糖 氧 化 29、 刺 激 
SHAE pe) hl DNA 合成 [29 等 作为 活力 指标 。1972 年 前 后 胰岛 素 受 体 得 以 直接 研 
Fe 810921, 测定 了 2 标记 的 胰岛 素 与 受 体 的 结合 [31 便 成 为 研究 胰岛 素 生 物 学 性 质 不 可 缺 
少 的 内 容 。 很 长 一 段 时 间 内 ,发 现 几乎 所 有 测定 过 的 不 同 种 属 动物 的 胰岛 素 和 胰 岛 KAT 
生物 ,相对 于 猪 胰岛 素 , 都 表现 有 与 受 体 的 结合 和 生物 活力 相 平行 的 关系 6&%351, 于 是 认为 
这 是 一 条 普遍 规律 。 这 意味 着 各 种 胰岛 素 衍 生物 对 受 体 的 亲和力 虽 有 差异 ,但 所 达 到 的 
相同 数量 的 受 体 结合 是 能 激发 同样 数量 的 生物 效应 的 ,也 就 是 说 生物 效应 只 依赖 于 与 受 
体 结合 , 另 一 方面 也 意味 着 在 胰岛 素 分 子 结 构 中 大 概 并 不 能 区 分 负责 与 受 体 结合 的 所 谓 
“结合 区 > 和 负责 信息 传递 激发 生物 效应 的 所 谓 “ 活 性 区 ”。 尽 管 结晶 学 家 在 分 析 了 胰岛 素 
分 子 的 晶体 结构 后 ,曾经 推测 它 可 能 象 某 些 其 他 激素 分 子 那样 存在 这 样 两 个 可 区 分 的 功 
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Ri 胰岛素 生物 活力 和 受 体 结合 的 测定 
受 体 结合 生物 活力 


(PGES 离 体 活力 整体 活力 
脂肪 细胞 脂肪 细胞 小 鼠 惊厥 
IM-9 淋 巴 细胞 萄 葡 糖 氧化 免 血 糖 下 降 
单 核 细胞 萄 葡 糖 传递 

红细胞 中 生成 

肝 细 胞 质 腊 

鼠 完整 肌肉 培养 的 人 的 成 纤维 细胞 

人 肌 细胞 质 腊 :也 -胸腺 喀 啶 参 入 DNA 

胎盘 膜 

溶性 受 体 


能 区 5sse1 ,但 长 时 间 来 确实 不 能 成 功 地 用 化 学 修饰 直接 证 明 这 样 的 推测 。1977 年 第 一 
次 发 现 胰岛 素 与 其 受 体 的 结合 和 它 的 生物 活力 不 一 致 的 异常 现象 , 表 4 中 的 粘 言 鳗 
(hagfish), 一 种 最 原始 的 脊椎 动物 的 胰岛 素 ,表现 有 25% 的 受 体 结合 和 仅仅 5% 的 生物 
活力 Ca71。 某 些 双 分 子 交 联 的 胰岛 素 是 最 早 发 现 的 半 合 成 的 衍生 物 , 具 有 70-80% NSH 
结合 和 仅仅 7 一 38% 的 生物 活力 583。 以 后 发 现 合成 的 A 21 Asn 为 天 冬 二 酰胺 取代 的 
胰岛 素 也 表现 有 两 者 的 分 歧 ,50 一 60%% 的 受 体 结合 和 12 一 15% 的 生物 活力 "…。 一 组 A 
链 氨 端 接 上 1 至 3 个 碱 性 氨基 酸 的 胰岛 素 衍 生物 ,具有 80 一 90%% 的 受 体 结 合 , 生 物 活力 
却 下 降 到 40% EGU", SHEET SSH, B43 (porcupine) 的 胰岛 素 也 表现 25% 受 体 结合 
和 4%% 的 生物 活力 [91。 这 里 受 体 结合 与 生物 活力 的 不 一 致 都 表现 为 前 者 高 于 后 者 。 新 发 
现 的 矛盾 现象 迫使 人 们 对 以 往 的 概念 作 新 的 考虑 。 胰 岛 素 发 挥 生物 功能 首先 是 与 丢 细 胞 
质 膜 上 的 胰岛 素 受 体 结合 ,然后 起 动 一 系列 极其 复杂 的 从 分 子 水 平 到 细胞 水 平 的 生物 化 
学 变化 ,最 后 导致 特定 的 生物 效应 。 因 此 从 上 述 事实 来 看 ,结合 是 生物 效应 的 必要 条 件 ， 


但 并 非 充分 条 件 。 生 物 效应 的 表达 不 仅 取 决 于 与 受 体 的 结合 ,还 决定 于 一 系列 到 目前 为 


止 基本 上 还 不 清楚 的 “ 受 体 结 合 后 ?事件 。“ 受 体 结合 后 "化 学 反应 链 中 任何 一 个 环节 受阻 
都 会 导致 生物 效应 的 减弱 。 但 是 相同 数量 的 结合 能 否 产生 较 多 的 生物 效应 呢 ? 也 就 是 说 
“ 受 体 结合 后 ”事件 有 否 放 大 作用 呢 ?1980 年 Katzoyannis 实验 室 半 合成 的 以 Pro 取代 
B21 Glu 的 胰岛 素 衍 生物 出 人 意外 地 证 明了 这 种 可 能 性 ,这 是 迄今 为 止 所 发 现 的 唯一 一 
个 其 生物 活力 (33% ) 反 而 高 于 受 体 结合 (17% ) 的 胰岛 素 衍生 物 允 1。 对 这 种 特殊 的 性 质 
目前 尚 不 能 给 予 确切 的 解释 。 但 可 以 推测 ,胰岛 素 分 子 B 20 一 23 这 段 很 特殊 的 ,对 胰岛 


表 4 一些 胰 岛 素 和 胰岛 过 衍生 物 的 离 体 生物 活力 和 受 体 结合 两 者 之 间 的 不 一 致 性 7- 


胰岛素 和 胰岛 素 衍 生物 受 体 结合 (%%) 生物 活力 (%) 
猪 胰岛 素 100 100 
粘 言 鳗 胰 岛 素 rd: 5 
豪猪 (por cupine) 胰 岛 素 25 5 
交 联 胰岛 素 

B 1-B'29 =f 92 38 

B1-B'1 =f 70 15 
(Arg-Gly4') RSX 107 39 
(Arg-Arg-Gly*) BR 90.5 35 
(Arg-Arg-Arg-Gly“) B32 125 40 
(Lys-Arg-Gly“) 3% 79.5 36 
天 冬 二 酰胺 (asparaginamideA20) 胰 岛 素 64 13 


(Pro®?’) fk x 16 33 
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ZF WE HD RE BW U HT h,B21Glu 为 结构 完全 不 同 的 ,在 各 种 氨基 酸 中 唯 ， 
一 的 亚 氨 基 酸 Pro 取代 , 一 定 会 改变 分 子 的 局 部 构象 ,并 影响 分 子 的 整体 构象 和 构象 的 可 
变性 ,从 而 降低 分 子 对 受 体 的 亲和力 。 但 与 此 同时 却 可 能 恰恰 有 利于 与 受 体 结合 后 的 对 诱 
发 生物 效应 所 需要 的 某 些 构象 的 完成 。 因 此 B21 Glu 似乎 对 受 体 结合 更 加 重要 些 ,这 也 许 
暗示 需要 重新 考虑 胰岛 素 分 子 的 “结合 部 位 ?和 “活性 部 位 ”的 概念 。 此 外 是 否 还 有 一 种 可 
能 性 , 即 存在 着 不 同 的 胰岛 素 受 体 ,它们 对 不 同 的 胰岛 素 分 子 的 亲和力 和 诱发 生物 效应 的 
能 力 是 不 同 的 ,这 一 点 下 面 还 要 讨论 。 总 之 ,胰岛 素 与 受 体 的 结合 和 它 的 生物 活力 之 间 的 
关系 的 复杂 性 为 胰岛 素 结构 功能 研究 提出 了 许多 新 的 课题 ,需要 在 充分 阐明 胰岛 素 分 子 
， 和 受 体 分 子 本 身 结构 的 基础 上 ,进一步 阐明 两 者 相互 作用 的 细节 。 胰 岛 素 受 体 究 BEE 
| 与 环境 中 几 亿 个 各 种 各 样 的 蛋白 质 分 子 中 的 一 个 胰岛 素 分 子 相识 别 , 两 者 识别 的 结构 基 ， 

础 ,诸如 分 子 形状 的 契合 ,电荷 的 相互 作用 或 特殊 的 化 学 组 成 等 是 什么 ?两 者 结合 的 本 质 
是 什么 ?结合 过 程 中 两 者 的 构象 如 何 互 相 适应 ,契合 ,诱导 而 发 生 一 系列 的 变化 ?结合 的 信 
息 在 传递 过 程 中 的 “ 保 真 >"“ 放 大 >“ 衰 减 >“ 中 止 ?等 作用 又 有 什么 相应 的 结构 上 的 表现 ? 

胰岛 素 分 子 的 结构 近年 来 已 在 日 本 的 Sakabe( 坂 部 ) 实 验 室 543 以 及 我 们 自己 的 实验 
室 54 在 1.2A 这 样 比较 少 有 的 高 分 辩 率 上 得 到 阐明 ,但 解 出 结构 的 胰岛 素 衍 生物 还 不 
多 。 至 于 胰岛 素 受 体 ,由 于 在 细胞 中 的 含量 极 微 ,其 分 离 纯 化 至 今 还 没有 实质 性 的 突破 。 
1983 年 美国 Fujita-Yamaguchi( 茧 田 -山口 ) 实 验 室 用 连续 亲 和 色 谱 技 术 获得 的 最 好 结果 
是 在 两 个 正常 的 人 胎盘 中 分 离 到 50 微克 比 活 为 每 毫克 蛋白 4.7 nmol MRSS = 体 , 即 
达到 一 个 受 体 分 子 与 一 个 胰岛 素 分 子 相 结合 的 纯度 [451。 近 十 五 年 来 ,用 光 亲 和 标记 胰岛 
素 !546、 双 功能 团 试剂 交 联 51、 细 胞 表面 标记 或 生物 合成 标记 结合 受 体 的 抗体 对 溶性 受 体 
的 特异 免疫 沉淀 5 等 方法 可 以 测 到 受 体 的 亚 基 结 构 。 1985 年 初 ,美国 Ullrich 小 组 bo 和 
Ruffer75 小 组 分 别 从 其 cDNA 序列 推测 到 人 胰岛 素 前 体 的 全 部 氨基 酸 序列 ,在 胰岛 素 受 
体 研 究 中 跨 出 了 重要 的 一 步 。 未 来 要 获得 足够 量 的 纯化 胰岛 素 受 体 供 全 面 的 结构 分 析 的 
途径 可 能 有 以 下 几 条 :(1) 利用 受 体 的 单 克 隆 抗 体 [41 从 根本 上 改善 纯化 受 体 的 亲 和 色 谱 
的 效率 。(2) 培养 具有 特殊 丰富 含量 的 胰岛 素 受 体 的 变异 细胞 株 。(3) 利用 基因 工程 在 
微生物 中 生产 胰岛 素 受 体 。 这 些 在 美国 的 一 些 实验 室 中 已 获得 不 同 程度 的 结果 ,基因 工程 
方法 可 能 最 有 希望 。 

至 于 “ 受 体 后 过 程 ? 目 前 了 解 得 极 少 ,但 根据 现 有 的 实验 数据 ,对 胰岛 素 作用 机 制 的 认 
识 亦 已 有 了 一 些 线索 ,主要 有 这 样 几 方 面 :(1) 第 二 信使 假设 。 推 测 胰岛 素 与 其 受 体 结合 
后 ,可 能 也 象 胰 高 血糖 素 那样 通过 某 种 或 几 种 小 分 子 的 化 学 物质 发 挥 生物 功能 。 一 些 实 
验 室 报道 已 分 离 到 分 子 量 为 1,000 一 3,000 的 可 能 的 胰岛 素 作用 的 信使 物质 ,把 它们 加 入 
破碎 的 细胞 体系 或 某 些 细胞 器 组 成 的 体系 中 , 可 以 观察 到 胰岛 素 的 生物 效应 ,如 对 胰岛 素 
敏感 的 丙酮 酸 脱 氢 酶 , 糖 原 合成 酶 等 酶 的 活力 增高 [21。 需 要 进一步 鉴定 这 些小 分 子 物质 
的 化 学 本 质 ,建立 它们 与 胰岛 素 的 刺激 和 胰岛 素 的 生物 效应 之 间 的 直接 联系 。(2) 内 部 
化 作用 (internalization )。 用 多 种 方法 比较 肯定 地 证 明了 胰岛 素 与 受 体 结合 的 复合 物 通 过 
胞 饮 作用 进入 到 细胞 内 部 莱 1, 但 需要 进一步 追踪 它们 内 部 化 后 的 命运 ,建立 内 部 化 作用 
与 胰岛 素 生物 效应 之 间 的 直接 联系 。(3) 受 体 的 自 磷酸 化 作用 5s2。 胰 岛 素 和 受 体 结合 后 
很 短 时 间 (t 0.5 一 30 秒 ) 内 就 刺激 受 体 本 身 固有 的 一 种 对 酷 氨 酸 特异 的 蛋白 激酶 的 活 力 ， 
而 使 受 体 分 子 本 身 , 主 要 是 B 亚 基 在 多 点 发 生 磷 酸化 作用 , 它 可 以 进一步 刺激 受 体 和 其 他 
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蛋白 质 的 另 一 些 蛋 白 激酶 的 活力 而 引起 一 连 串 磷酸 化 作用 ,这 些 可 能 是 导致 胰岛 素 生 物 
效应 的 必要 事件 之 一 。(4) 胰岛 素 分 子 和 受 体 分 子 之 间 通 过 二 硫 键 交换 可 以 形成 共 价 的 
复合 物 , 这 可 能 是 两 者 相互 作用 导致 生物 效应 的 早期 必要 反应 之 一 “1]。(5) 胰岛 素 可 能 
通过 某 种 膜 上 的 丝氨酸 蛋白 水 解 酶 的 水 解 作用 而 发 挥 生理 功能 ,推测 这 种 水 解 作用 可 能 
贡献 给 受 体 活 化 所 需要 的 构象 限制 的 解除 [552。 总 之 , 受 体 后 过 程 是 胰岛 素 作用 机 制 研究 


”的 焦点 ,也 是 今后 胰岛 素 研 究 的 核心 内 容 。 


四 、 胰 岛 素 分 子 刺 激 代 谢 和 和 刺激 生长 的 不 同 的 
生物 功能 与 结构 的 关系 
现在 认识 到 的 胰岛 素 在 细胞 水 平 的 生物 效应 大 体 上 可 以 分 成 两 大 RENE). 


类 是 刺激 葡萄 粳 、 氨 基 酸 ,脂肪酸 以 及 核酸 前 体 的 传递 .摄取 和 利用 ,激活 多 种 酶 ,促进 脂 
肪 和 和 蛋白质 的 合成 等 代谢 效应 。 它 们 对 胰岛 素 较 敏 感 , 在 少量 胰岛 素 作 用 后 较 短 时 间 内 


: 即 可 发 生 。 另 一 类 是 促进 RNA 和 DNA 的 合成 ,刺激 细胞 生长 分 化 的 生长 效应 ,需要 较 


多 胰岛 素 的 刺激 ,并 在 较 长 时 间 后 才 发 生 。 胰 岛 素 的 代谢 效应 及 其 与 分 子 结构 的 关 系 已 
有 大 量 研究 , 相 比 之 下 ,其 生长 效应 ,特别 是 与 结构 的 关系 则 研究 得 很 少 。King th 较 研究 
了 近 州 种 不 同 种 属 来 源 的 胰岛 素 、 化 学 修饰 胰岛 素 以 及 一 组 类 胰岛 素 生 长 因子 IGFs? py 
代谢 效应 和 生长 效应 5 ”1。 从 表 6 可 以 看 到 除了 粘 言 鳗 外 ,所 有 其 他 种 属 胰岛素 ,尽管 其 
代谢 效应 有 2 一 240% 这样 悬殊 的 差别 , 却 都 有 50% 以 上 的 生长 效应 。 这 说 明 在 胰岛 素 的 
进化 过 程 中 ,刺激 生长 的 能 力 要 比 刺激 代谢 的 能 力 更 保守 。 或 者 说 ,生长 效应 更 能 经 受 进 : 
化 过 程 或 化 学 修饰 带 来 的 分 子 结构 的 变化 。 但 是 关于 刺激 生长 的 效应 与 分 子 结构 的 关系 
现在 还 只 能 作 些 零星 的 讨论 。 

B 链 羧 端 B 23 一 30 肽 段 对 胰岛 素 分 子 与 受 体 的 结合 以 及 刺激 代谢 的 生 物 效 应 十 分 
重要 。 随 着 羧 端 残 基 顺 序 切 除 , 分 子 的 生物 活力 也 逐渐 下 降 ' ]。 但 这 段 肽 链 对 刺激 生长 
的 效应 似乎 并 不 那么 重要 ,去 B 链 羧 端 八 肽 胰岛 素 尽 管 只 有 0.5% 的 生物 活力 , 仍 维 持 : 
30% 的 刺激 生长 活力 ,A 8 为 His, 如 同 在 鸡 胰岛 素 分 子 中 那样 ,看 来 不 仅 能 提高 分 子 刺 激 
代谢 的 活力 达 240% ,也 能 增加 分 子 刺 激 生 长 的 活力 到 360%。 这 里 最 引 人 注 目的 是 一 类 
i i 3 Fe IL A 3) Hystricomorphs 的 胰岛 素 。 这 些 胰 岛 素 分 子 的 氢 基 酸 组 成 SR 
岛 素 有 许多 差别 ( 见 表 1 ), 也 表现 有 与 其 他 哺乳 类 动物 的 胰岛 素 很 不 相同 的 性 质 , 受 体 结 
合 和 生物 活力 很 低 * 只 有 S% EA, (A King 发 现 ,它们 有 异常 高 的 刺激 生长 的 活力 , 比 
本 身 的 刺激 代谢 的 活力 可 高 几 十 倍 。 更 重要 的 是 ,在 高 浓度 时 它们 刺激 DNA 合成 的 量 
要 比 任何 一 种 胰岛 素 * 甚 至 比 IGFs 刺激 的 DNA 合成 量 还 要 高 得 多 CI。 这 种 新 发 现 的 
现象 为 胰岛 素 结构 功能 的 研究 提出 了 许多 有 趣 的 课题 。 

胰岛 素 发 挥 不 同 的 生物 功能 是 否 可 能 通过 与 不 同 的 受 体 相 结合 而 诱导 的 ,或 通 过 不 
同 的 受 体 后 过 程 来 实现 的 ?“ 不 同 的 受 体 ?现在 理解 有 两 种 意思 :一 种 是 不 同 结构 的 胰岛 素 
Se. TES RA = AL Eo 亚 基 ( 又 称 结合 亚 基 ),B 亚 基 和 Y 亚 基 , 分 子 量 分 别 为 
1 类 硬 岛 素 生长 因子 (insulin_like growth factors)IGFs 是 一 组 多 肽 激素 ,包括 IGF} IGF I eK 

因子 (somatomedin) A、 促 生长 因子 C 以 及 [增殖 刺激 活性 MSA (multiplication stimulating 
activ 进 7) 五 种 组 分 。 它 们 具有 与 胰岛 素 类 似 的 生物 功能 谱 , 但 其 免疫 性 质 不 同 。 它们 刺激 生长 的 能 力 大 大 


高 于 胰 鸟 素 , 但 刺激 代谢 的 能 力 比 胰岛 素 弱 得 多 。IGEF 工 和 IGFI 的 结构 与 胰岛 素 也 相似 ,有 50% 的 氨基 酸 
顺序 是 相同 的 。IGF's 有 自己 的 受 体 ,其 特异 性 和 某 些 性 质 与 胰岛 素 受 体 不 同 。 
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生物 效应 


刺激 萄 葡 糖 传递 和 利用 
刺激 氨基 酸 的 传递 
酶 的 激活 
糖 原 合成 酶 
乙酰 辅酶 A 凑 化 酶 
丙酮 酸 脱 氢 酶 
酷 氨 酸 转氨酶 
脂 蛋白 脂肪 栈 
抑制 脂肪 分 解 
刺激 蛋白 质 合成 
改变 蛋白 质 的 磷酸 化 作用 
刺激 RNA 合成 
刺激 DNA 合成 


半 最 大 反应 所 
需 . 时 fa) ( min) 


< 


180 一 240 


下 
1—10 
1—10 
180—240 


600 


180—240 


600 


半 最 大 反应 所 
需 胰 岛 素 剂量 (nmol/E) 


<0.1 
1—10 


0;1—1 


+ Os1—1 


0.1 一 1 
0.1—1 
<9.1 
<0.1 
0.1 一 ! 
<0.1 
1—10 
100 


26 胰岛 素 和 类 胰岛 素 生 长 因子 (IGFs) 的 代谢 效应 和 生长 效应 的 比较 [51 


(EDs, 猪 胰岛 素 / 卫 Di。 类 似 物 ) x 100 
代谢 效应 A 
(刺激 萄 葡 糖 氧化 ) 


胰 马 素 

猪 ( 单 组 分 ) 

和 牛 

MAK) 

小 鼠 

绵羊 

yu 

胰 鸟 素 原 ( 猪 ) 

胰 乌 素 原 ( 牛 ) 

火 鸡 

Fae #4 

粘 言 鲁 

豪猪 亚 目 动物 x(Hystricomorpha) 
豚鼠 

豪猪 

河 狸 鼠 

Casiragua 

去 也 链 羧 端 八 肽 胰岛 素 

去 B:,Ala, 去 A: Asn ROR 
去 A:Gly, 去 B,Phe 胰 乌 素 
THRE A 胰 马 素 

及 ,=B:， 己 二 酰 胰 乌 素 

类 胰岛 素 生长 因子 I(IGF-I) 
RS FEKAF I (IGF-I) 
多 种 增殖 刺激 活性 (MSA) 


a. 


135 K,90K #1 45 K. 4 Aa 52 A SW WD SE a) — BE EBS A I BY) SERS 
在 的 ,最 典型 的 是 象 免疫 球 蛋白 那样 的 2.8, 形式 "…, 还 有 @By, 028,08, ,0,7,,08,ay,a2, 
a,B FO, 受 体 以 多 种 状态 存在 必然 具有 重要 的 生理 意义 。 细 胞 处 于 高 浓度 胰 岛 素 
的 环境 下 ,会 发 生 下 降 调 节 (downregulation ), 即 受 体 数目 减少 。 此 时 发 现 受 体 的 高 聚 
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生长 效应 了 B/A 
(刺激 DNA 合 成 ) 
100 1.0 
98 1.0 
120 1.3 
130 1.6 
100 1.3 
112 1.3 
51 25 
63 21 
350 “15 
160 3.8 
8 14 
12 4 
110 37 
190 190 
43 22 
30 75 
10 2 
14 18 
80 1.6 
98 16 
860 4300, 
430 430 
120 600 


豪猪 亚 目 动物 的 ED; 为 刺激 猪 胰岛 素 的 半 最 大 反应 所 需 的 胰 鸟 素 浓度 。 


体 组 分 更 易 形 失 , 但 受 体 的 亲和力 显得 升 高 ,高 聚 体 比例 越 低 , 受 体 的 亲和力 越 高 ,但 同 
时 ,胰岛 素 刺 激 糖 原 合 成 酶 , 栈 氨 酸 转 氨 酶 以 及 受 体 B 亚 基 的 自 磷酸 化 作用 的 生物 效应 也 
越 降低 !s1。 这 表明 不 同类 型 帮 聚 体 对 胰岛 素 的 亲和力 是 不 同 的 ,传递 信息 的 性 质 , 即 诱 
导 的 生物 效应 也 不 相同 “不同 的 受 体 ?还 指 非 胰岛 素 受 体 。Kinge3 的 工作 直接 证 明 胰 
岛 素 和 IGFs 都 是 通过 与 胰岛 素 受 体 结合 发 挥 刺激 代谢 的 功能 ,两 者 又 都 通过 与 IGFs 的 
某 种 受 体 的 结合 刺激 生长 效应 ,只 是 对 “别人 的 ? 受 体 的 亲和力 和 刺激 的 生物 效 应 弱 得 多 
(图 4 )。 那 么 豪猪 亚 目的 胰岛 素 的 特殊 强烈 的 刺激 生长 效应 是 通过 什么 受 体 的 作用 呢 ? 


图 4 胰岛素 和 类 胰岛 素 生长 因子 通过 两 种 受 体 发 挥 不 同 的 生物 功能 的 示意 图 [1 


King") 在 人 的 成 纤维 细胞 中 发 现 一 种 对 豚鼠 胰岛 素 特异 的 受 体 。 但 这 种 受 体 不 能 为 其 
他 哺乳 类 动物 的 胰岛素 或 IGFs 识别 。 反 之 ,一 种 血小板 来 源 的 生长 因子 PFDGF 却 能 和 
这 种 受 体 特 异 结合 而 发 挥 生长 因子 的 功能 ,而 且 不 同 来 源 和 结构 的 PDGF 抑制 豚鼠 胰岛 
素 与 这 种 受 体 结合 的 能 力 与 它们 刺激 生长 的 生物 活力 平行 。 因 此 推测 豪猪 亚 目 胰岛 素 发 
挥 刺激 生长 的 效应 不 是 通过 胰岛 素 的 受 体 ,也 不 是 通过 IGFs 的 受 体 , 而 很 可 能 是 通过 
PDGF 刺激 生长 效应 的 受 体 的 作用 。 胰 鸟 素 分 子 不 仅 可 以 与 不 同 结构 的 胰岛 素 受 体 , 还 
可 以 与 不 同 种 类 的 受 体 发 生 相 互 作用 ,诱发 不 同 的 生物 效应 ,这 为 胰岛 素 结构 功能 研究 增 
加 了 极 大 的 复杂 性 。 

豪猪 亚 目 中 各 种 胰岛 素 分 子 的 氨基 酸 组 成 中 可 以 发 现 一 些 特殊 的 变化 ,如 B 20 不 是 
Gly, 而 是 其 他 的 有 侧 链 基 团 的 氨基 酸 ;B 10 不 是 His 等 。 但 是 全 面 检 查 这 些 分 子 的 一 级 
结构 ,目前 还 不 能 在 它们 和 它们 的 与 众 不 同 的 生物 学 性 质 之 间 建 立 确切 的 肯定 的 KA. 
很 可 能 由 于 进化 上 的 分 歧 造成 这 类 动物 的 胰岛 素 发 展 成 为 更 接近 于 某 种 生长 激 素 , 甚 至 
发 展 成 一 种 特殊 的 生长 激素 ,因此 需要 通过 特殊 的 受 体 的 作用 。 进 化 过 程 怎样 使 ROR 
分 子 发 生 功 能 上 的 明显 分 此 ? 与 新 的 功能 相 适 应 的 分 子 结构 特别 是 高 级 结构 有 什么 变化 ? 
分 子 中 哪些 结构 对 刺激 生长 更 加 重要 ?是 否 可 以 在 分 子 中 划分 出 负责 不 同 生物 功 能 的 部 
位 区 域 (domain )? 总 之 胰岛 素 分 子 生物 功 能 的 进化 及 其 相应 的 结构 的 进化 ,以 及 下 面 还 要 
谈 到 的 胰 外 胰 马 素 的 结构 功能 问题 ,一 定 会 在 今后 引起 更 大 的 兴趣 。 
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五 、 非 胰岛 素 物质 的 胰岛 素 生 物 效 训 


前 面谈 到 过 一 类 称 为 类 胰岛 素 生 长 因子 IGFs 的 多 肽 激素 ,它们 通过 与 胰 岛 素 受 体 
的 作用 也 可 以 表现 微弱 的 胰岛 素 的 生物 功能 [1。 七 十 年 代 后 半 期 ,在 一 种 稀有 的 称 为 了 
型 胰岛 素 抵 抗 定 和 胰岛 素 高 血 症 的 病人 血清 中 鉴定 到 自发 产生 的 胰岛 素 受 体 的 抗 体 , 初 
步 鉴 定 主要 是 区 G ,可 以 特异 沉淀 溶性 胰岛 素 受 体 。 现 已 证 明 这 种 受 体 的 抗体 与 胰岛 素 受 
体 直接 结合 ,但 不 能 与 IGFs 的 受 体 相 结合 ks。 它 模 拟 胰岛 素 的 除了 刺激 生长 以 外 的 几 
乎 全 部 的 生物 效应 。 刀 豆 球 蛋白 A 与 胰岛 素 毫 无 共同 之 处 ,是 一 种 植物 凝集 素 , 却 也 可 以 
与 胰岛 素 受 体 相 结合 而 改变 胰岛 素 的 结合 行为 ,并 刺激 靶 细 胞 的 某 些 类似 胰 岛 素 的 生物 
效应 0。 这 些 非 胰岛 素 物质 是 怎样 与 胰岛 素 受 体 相识 别 、 结 合并 激发 胰岛 素 的 生物 功能 
的 ?它们 结合 的 结构 基础 又 是 什么 ?它们 是 通过 与 胰岛 素 相似 的 途径 还 是 完全 不 同 的 途径 
体现 胰岛 素 的 某 些 生物 功能 的 ?研究 这 些 问题 对 揭示 激素 分 子 与 其 受 体 相互 作用 的 本 
质 ,以 及 激素 生物 功能 表达 的 机 制 将 提供 新 的 途径 。 

非 胰岛 囊 物 质 具有 胰岛 素 生物 功 能 的 现象 ,还 启发 我 们 对 以 往 认 为 是 胰岛 素 分 子 携 
带 着 胰岛 素 生物 功能 的 信息 的 传统 概念 作 新 的 考虑 。 现 在 有 人 把 携带 生物 信息 的 情况 分 
成 三 种 !e5 :一 种 是 象 胰岛 素 那样 的 多 肽 激素 ,或 神经 递 质 ,或 IgE, 导 致 细胞 反应 的 全 部 
信息 储存 在 它们 的 受 体 中 ,它们 与 受 体 的 结合 促使 受 体 中 蕴藏 的 信息 释放 并 表 达 。 因 此 
非 胰岛 素 物质 也 可 通过 胰岛 素 受 体 而 激发 腊 岛 素 的 生物 功能 。 第 二 种 如 细菌 的 毒 素 , 病 
毒 的 DNA 是 真正 的 信息 使 者 ,而 其 受 体 只 是 对 信息 使 者 起 浓 集 .运输 或 加 工 的 作用 。 第 
三 种 是 受精 作用 ,卵子 和 精子 双方 都 携带 信息 , 缺 一 不 可 。 从 分 子 结构 的 角度 SR SK 
受 体 分 子 的 分 子 量 约 为 35 万 ,是 胰岛 素 分 子 量 的 60 倍 ,应 该 可 以 容纳 多 得 多 的 生物 信 
息 。 从 进化 的 角度 看 ,所 有 关 椎 动物 的 胰岛 素 受 体 都 保持 相同 的 重要 特性 , 即 它们 的 特异 
性 温度 依赖 关系 ,pH 依赖 关系 , 负 协 同性 以 及 与 受 体 的 抗体 的 相互 作用 等 ,所 以 说 在 功 
能 上 它们 是 相同 的 。 这 表明 胰岛 素 受 体 在 进化 过 程 中 十 分 保守 ,要 比 胰 岛 素 本 身 的 进化 
保守 得 多 !s9 ,因此 受 体 可 能 是 一 种 比 胰岛 素 更 古老 的 分 子 。 实 际 上 在 低 等 动物 ,甚至 单 
细胞 生物 中 也 发 现 了 胰岛 素 的 结合 位 点 。 按 照 生物 大 分 子 结构 功能 与 进化 关系 的 一 般 观 - 
点 ,功能 上 不 太 重 要 的 分 子 或 分 子 中 的 某 些 部 分 在 进化 过 程 中 会 发 生 较 多 的 变 异 。 所 以 
胰岛 素 受 体 在 信息 传递 中 的 作用 可 能 比 胰岛 素 更 重要 。 一 些 激素 的 Spillover 现象 是 , 当 
体内 某 种 激素 浓度 过 高 ,并 与 自己 的 受 体 达到 饱和 结合 后 ,多 余 的 激素 可 以 以 较 低 的 亲 和 
力 与 另 一 些 有 关 激 素 的 受 体 发 生 作 用 ,结果 导致 那些 激素 的 生物 效应 。 这 可 能 是 起 着 某 
- 种 调节 作用 ,但 也 常常 引起 某 种 内 分 沁 疾 病 。 由 此 看 来 ,生物 效应 的 信息 似乎 更 可 能 是 在 
受 体内 。 但 是 否 可 以 完全 排除 激素 分 子 、 胰 岛 素 分 子 也 含有 一 定 的 信息 呢 ? 胰 岛 素 生 物 功 
能 的 信息 贮存 .启动 释放 以 及 表达 等 问题 都 有 待 于 今后 的 深入 研究 。 


六 、 胰 岛 素 分 子 的 进化 和 功能 


生命 进化 到 高 等 的 着 椎 动物 才 有 特 化 的 内 分 泌 腺 分 泌 激素 ,胰岛 素 是 胰 脏 B 细胞 分 
泌 的 一 种 激素 。 但 是 近年 来 的 研究 结果 对 胰岛 素 的 起 源 和 功能 的 传统 观点 提 出 了 挑战 ， 
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RTE Be SO ew), SEE NIH 的 Roth 小 组 宣布 ,他 们 打破 了 胰岛 素 仅 ， 
由 胰 脏 分 泌 的 概念 ,他 们 在 大 鼠 的 胰 脏 外 组 织 . 如 肾 、 骨 骼 肌 、 脾 、 肺 . 押 丸 .小 肠 . 肝 、 脂 肪 ， 
甚至 中 枢 神经 系统 中 都 鉴定 到 “胰岛 素 物质 ?的 存在 [sl2。 这 种 胰 外 胰岛 素 的 总 量 约 为 
机 体 全 部 胰岛 素 的 5% ,其 浓度 为 胰 脏 胰岛 素 的 万 分 之 一 ,但 却 是 血液 胰岛 素 浓 度 的 5 一 
。 100 倍 。 最 重要 的 是 他 们 发 现 胰 外 胰岛 素 的 量 保持 相当 稳定 ,不 受 循环 胰岛 素 量 变化 的 影 
响 。 因 此 认为 胰 外 胰岛 素 并 非 来 源 于 胰 脏 胰岛 素 , 而 是 一 种 独立 的 胰岛 素 。 几 乎 所 有 的 细 
胞 都 有 合成 少量 胰岛 素 的 能 力 。 这 是 关于 胰岛 素 的 来 源 和 分 布 的 一 个 非常 蛋 要 的 新 的 提 
法 。 当 然 目前 对 此 还 有 激烈 的 争论 ,不管 怎样 , 它 是 胰岛 素 研 究 领 域 中 出 现 的 一 个 新 动向 。 
目前 推测 胰 外 胰岛 素 不 象 是 司 调节 糖 代谢 作用 ,可 能 更 象 是 与 刺激 生长 有 关 , 或 是 一 种 神 
经 递 质 ,与 神经 传导 神经 调节 有 关 。 

Roth 小 组 为 探讨 胰岛 素 的 起 源 ,在 一 系列 进化 程度 不 同 的 有 机 体 中 检测 胰岛 素 物 
质 。 现 在 他 们 又 进一步 打破 了 胰岛 素 仅 由 肴 椎 动物 所 有 的 概念 ,在 节肢 动物 ,环形 动物 、 
软体 动物 、 腔 肠 动物 ,甚至 真菌 . 单 细 胞 的 原生 动物 的 四 膜 虫 (Tetrahymena) 中 都 鉴定 到 
“胰岛 素 物质 ”最 近 他 们 又 在 大 肠 杆菌 E.coli K 12 原核 细胞 中 鉴定 到 “胰岛 素 物质 *[eo]， 
这 样 便 把 胰岛 素 的 起 源 推 到 20 一 30 亿 年 之 前 。 为 系统 地 探讨 激素 的 起 源 和 功能 ,Roth 
小 组 继续 在 原生 动物 中 寻找 其 他 的 多 肽 激素 ,现在 有 初步 正 结果 的 激素 包括 促 肾上腺 皮 
质 激素 和 其 前 体 .B- 内 啡 号 和 它 的 前 体 ,生长 激素 释放 抑制 因子 、 降 血 钙 素 、 胰 高 血 糖 素 、 
精 氨 酸 催产 素 等 [91。 

这 些 狐 新 的 发 现 大 大 增加 了 人 们 对 有 机 体 信息 系统 的 起 源 、 发 生 、 发 展 和 进化 的 认 
识 。 在 单 细 胞 生物 发 现 具有 胰岛 素 活性 的 物质 以 及 其 他 类 似 激素 的 物质 的 事实 ,说 明 承 
担 细胞 间 的 信息 传递 的 物质 起 源 于 细胞 内 的 起 生长 调节 作用 的 物质 。 前 面 提 到 的 胰岛 素 
本 身 具 有 生长 因子 活性 也 正好 说 明 这 一 点 。 过 去 人 们 曾经 为 高 等 动物 脑 细 胞 具有 专 一 的 
”结合 某 些 植物 碱 ,如 吗啡 的 受 体 这 一 事实 而 迷惑 不 解 , 随 着 脑 啡 电 、 内 啡 蚊 等 物质 的 发 现 ， 
已 经 有 证 据 表明 ,虽然 吗啡 和 这 些 神经 肽 的 化 学 结构 很 不 相同 ,但 与 受 体 结 合 的 部 位 却 有 
相似 之 处 。 可 以 设想 它们 也 都 是 从 同一 远 祖 物质 进化 而 来 。 这 些 发 现 还 促进 大 们 对 激素 
和 组 织 因子 的 关系 ,内分泌 和 外 分 泌 的 关系 内分泌 系统 和 神经 系统 的 关系 .肿瘤 与 内 分 
泌 的 关系 ,甚至 动物 和 植物 , 真 核 和 原核 生物 的 生长 调节 因子 之 间 的 关系 等 等 进行 新 的 研 : 
究 和 讨论 。 同 时 也 为 生物 大 分 子 结构 与 功能 的 研究 开辟 了 比 以 往 更 加 广阔 的 领域 。 
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遗传 工程 技术 用 于 细菌 性 腹 海 疫苗 研究 的 评述 ， 


eR RH 
(军事 医学 科学 院 基础 医学 研究 所 ) 
—, SSAR ASAE 三 、 用 遗传 工程 技术 研究 腹泻 疫苗 的 进展 
1, 对 宿主 细胞 的 吸附 能 力 1。 大 肠 杆菌 菌 毛 基因 克隆 
2. 产生 肠 毒 素 2， 肠 毒素 的 基因 克隆 
3。 菌 体 表面 抗原 成 分 3。 复 合 疫苗 
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DHRSRENTA ,在 充分 了 解 病原 菌 各 种 致 病因 子 的 分 子 构成 ,免疫 原 性 ,基因 位 置 等 基础 上 ， 
采用 DNA 体外 重组 及 体内 重组 技术, 使 各 种 有 效 成 分 组 合 在 一 起 ,将 构成 轨 新 的 预防 免疫 制剂。 本 文 
重点 介绍 肠 毒 原 性 大 肠 杆菌 和 人 霍乱 绝 菌 致 病因 子 的 分 子 遗 传 学 研究 以 及 其 免疫 制剂 研究 的 进展 。 


致 病 性 微生物 引起 人 、 弟 腹 演 至 今 还 是 个 世界 性 的 问题 ,在 发 展 中 国家 的 发 病 率 仍然 
相当 高 ,在 我 国 的 传染 病 中 ,腹泻 仅 次 于 肝炎 而 居 第 二 位 。 亚 洲 ,非洲 等 地 流行 ,特别 在 枫 
幼儿 中 常见 。 发 达 国家 的 旅行 者 腹泻 也 时 有 发 生 。 家 畜 腹 泻 是 常见 病 , 猪 , 牛 , 羊 等 幼 畜 由 
于 腹泻 而 死亡 或 发 育 不 良 ,使 经 济 蒙受 严重 损失 。 长 久 以 来 ,主要 采用 疫苗 免疫 ,有 一 定 预 
防 效果 ,但 疫苗 质量 有 待 改进 。 

七 十 年 代 以 来 ,由 于 分 子 遗 传 学 理论 和 技术 的 发 展 ,人 们 对 致 病因 子 的 基 因 结构 、 调 
节 控制 .产物 的 结构 与 功能 , 致 病 机 理 、 毒 力 和 免疫 力 的 关系 等 的 认识 逐步 深化 ,使 应 用 
_DNA 重组 技术 于 新 疫苗 菌株 的 构建 成 为 可 能 。 

人 类 腹 演 由 于 痢疾 病原 菌 所 引起 的 病例 约 占 一 半 左 右 , 但 痢疾 菌 型 复杂 ,遗传 背景 不 
清楚 ,分 子 遗传 学 的 研究 刚刚 开展 ,一 时 不 易 说 明 。 目 前 肠 毒性 大 肠 杆菌 (简称 ETEC) 和 
霍乱 弧 菌 的 遗传 知识 已 相当 丰富 , 致 病 性 与 免疫 关系 相当 明确 ,本 文 将 以 此 两 种 病原 菌 为 
例 ,评述 用 分 子 遗 传 学 的 理论 与 技术 于 疫苗 菌株 构建 方面 的 进展 。 


一 、 腹 海 病原 菌 致 病 机 理 


引起 腹泻 的 病原 菌 种 类 很 多 ,包括 细菌 病毒, 原虫 等 等 。 细 菌 性 腹泻 除 痢 疾 菌 为 主要 

病原 菌 外 ,其 他 以 ETEC 和 霍乱 菌 为 常见 。ETEC 是 旅行 者 腹泻 及 婴儿 腹泻 的 = 要 病因 
之 一 ,由 于 临床 检验 手段 缺乏 ,国内 报道 尚 少 , 其 他 发 展 中 国家 报道 ETEC 引起 HRS 
50% 堪 右 。 霍 乱 绝 菌 是 引起 霍乱 的 病原 菌 ,1917 年 以 来 世界 性 大 流行 达 七 次 之 多 。 早 期 
引起 流行 的 致 病菌 属 经 典 生 物 01 AE ELS. 1960—1982 年 属 埃 尔 托 生 物 型 ( 称 副 替 乱 
菌 ),1982 年 以 来 又 再 出 现 以 经 典 生物 型 为 主要 致 病菌 。ETEC 和 人 霍乱 弧 菌 引起 的 腹泻 属 
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水 样 性 腹 海 ,与 痢疾 杆菌 引起 的 脓 血 样 腹 演 有 别 。 这 两 种 细菌 的 致 病 力 与 下 诸 因素 有 关 : 


1. 对 宿主 细胞 的 吸附 能 力 … 


细菌 首先 要 能 在 肠 壁 细胞 吸附 定居 才能 致 病 。ETEC 等 细菌 表面 有 菌 毛 ( 亦 称 粘 

附 素 .定居 因子 .纤毛 等 ), 属 细菌 表面 的 K 抗 原 , 使 细菌 粘 附 于 小 肠 粘膜 细胞 ,在 其 上 面 繁 

” 殖 。 正 常情 况 下 ,与 大 肠 不 同 , 小 肠 蠕 动 是 连续 的 ,能 将 食物 及 摄 入 的 细菌 连续 排除 ,细菌 

很 难 有 机 会 在 小 肠 繁殖 。 当 细菌 例如 ETEC, 肠 毒素 (Ent) 及 菌 毛 (K 88 ) 同 时 存在 时 ,侵入 

Ata Bt WOR FN i i FRSA AA TB. RA, 含 Ent"K88 ”或 
Ent-K 88+ HAAS ISL 1), RAN EA BOR th DBPISD). 


#1 含 K88 及 Ent 质粒 的 大 肠 杆菌 (五 .coli) 对 仔猪 腹泻 的 影响 


质 8 | K 88- K 88* 
Ent- | 无 影响 #5 EREYS (33%) 
Ent* | 无 影响 严重 腹泻 (89%6) 


现 已 发 现 大 肠 杆 菌 粘 附 素 有 多 种 , 即 引起 猪 腹泻 的 K 88,987 P( 有 时 尚 有 K 99) 粘 附 
素 ; 引 起 牛 、 羊 腹泻 的 K 99 粘 附 素 ;引起 人 类 腹泻 的 CFA I CFA ILE 8775 粘 附 素 等 等 ， 
还 陆续 有 新 的 粘 附 素 发 现 。 这 些 粘 附 素 的 基因 除 987 P 未 确定 外 , 均 由 质粒 携带 。 当 粘 附 
素质 粒 丢 失 后 ,细菌 即 不 致 病 。 例 如 人 致 病 性 大 肠 杆 菌 了 10407 菌株 为 CFA+, 当 成 为 
H 10407 PCCFA- ) 菌 株 时 , 致 病 性 丧失 ( 偶 亦 有 CFA-LT* 能 致 病 的 报道 )。CFAI 的 抗原 ， 
人 性 均一 ,CFAI 含 三 种 抗原 成 分 (CS 1,CS 2,CS 3), 导 致 产生 不 同 的 生物 型 。 ，。 

至 于 烙 附 素 具 宿主 特异 性 问题 ,其 原因 与 受 体 的 有 无 相关 ,车 宿主 细胞 无 相应 的 受 
体 ,细菌 即 不 能 粘 附 。 

纯化 粘 附 素 的 免疫 效果 是 良好 的 ,在 家 畜 方 面 ,K 88,K99 和 987P 等 疫苗 预防 猪 、. 牛 、 
羊 幼 畜 腹 演 十 分 重要 ;CFA 纯化 抗原 用 于 动物 免疫 试验 , 抗体 的 产生 亦 甚 良 好 ,但 需 同 源 
免疫 才 有 效 。 实 际 情 况 是 大 肠 杆 菌 的 菌株 , 至今 尚未 发 现 同时 含有 CFA I 和 CFA I 两 种 
粘 附 素 的 ,如 要 制备 同时 含有 CFA TI 和 CFAI 的 疫苗 ,只 有 通过 DNA 重组 才 有 可 能 。 

SAE ALM AME, se KAMEN LABELED”, AWE SBOE 的 分 
FRARWMAM. LAB SA BE IFN. 5 小 时 即 粘 附 很 牢 ,10 NAS” 
菌 体 脱 落 , 但 肠 细 胞 表面 受 严重 腐蚀 。 霍 乱 菌 能 粘 附 于 肠 壁 估计 是 个 多 因素 的 过 程 ,包括 
其 运动 性 ,细菌 表面 与 宿主 肠 道 表皮 细胞 微 管 的 直接 相互 作用 , 可 溶性 血 凝 素 - 蛋 白 酶 的 
媒介 作用 及 脂 多 糖 的 特性 等 ,目前 还 未 发 现 霍 乱 绝 菌 有 菌 毛 。 


2. FERRER! 


2 GLU fl M1 ETEC 在 小 肠 粘膜 细胞 定居 后 产生 肠 毒素 ,这 些 肠 毒素 的 结构 、 功 能 及 生 
物 活 性 已 有 充分 的 研究 。 专 乱 弧 菌 肠 毒素 简称 CT, 是 霍乱 症 的 主要 致 病因 子 。 大 肠 杆菌 
肠 毒 素 有 LT FIST 两 种 。LT 为 elt 基因 所 编码 。LT 指 对 热 敏 感 的 肠 毒素 ,加 热 60"C30 
分 钟 即 失 活 , 属 大 分 子 电 和 白质 , 具 抗 原 性 。 猪 源 大 肠 杆菌 的 LT(LIT-P) 与 人 源 大 肠 杆菌 的 
LT(LT-H) A564 48a, ,但 很 近似 ,其 核 苷 酸 序列 有 96% 同 源 , 酶 切 图 谱 完 全 相同 ,只 是 
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Pr PERO ANWAR MU DNA 序列 有 较 大 差别 , 两 种 来 源 的 毒素 的 毒 力 和 作用 
方式 相同 。ST 为 耐 热 肠 毒 素 呈 9, 能 耐 受 100°C10 分 钟 的 高 温 ,是 小 分 子 多 肽 。 对 人 致 病 
的 大 肠 杆 菌 的 ST 可 溶 于 甲醇 ,能 使 乳 鼠 肠 积 水 , 称 ST-H,STA 或 STI, 384) Bai) ST 不 
溶 于 甲醇 ,在 乳 鼠 肠 内 不 引起 积 水 ,只 使 猪 肠 积 水 , 称 为 ST-P.STB 或 STI 。.ST-H 与 ST-P 
的 DNA 序列 有 69% 同 源 。 其 差异 是 核 苷 酸 的 取代 而 非 缺 失 或 插入 ,从 基因 序列 分 析 , 认 
为 两 种 基因 有 一 定 的 进化 关系 。ST 由 于 分 子 量 小 (1,972), 无 免疫 原 性 ,只 能 作为 半 抗 原 。 
使 人 腹 演 的 ETEC 菌株 也 常 含 有 ST, 但 致 病 性 较 LT 为 轻 。ST-H 由 10 个 不 同 氨基 酸 组 
成 ,排列 成 18 个 氨基酸 FF 列 , 即 Asn—Thr—Phe—Tyr—Cys—Glu—Leu—Cys—Cys-—- 
Tyr—Pro—Ala—Cys—Ala—Gly—Cys—Asn, ji 已 人 工 合成 。 人 工 合成 的 ST-H 与 细菌 
产生 的 ST 免疫 活性 相同 。 
| BBA LT 和 ST 的 生物 学 活性 见 表 2 。 


表 2 BBRAMARLT 及 ST 的 生物 学 活性 


性 质 | LT ST 
A 86,500 1,000—6 000 。 
加 热 失 活 60°C 30’ 100° 10’ 
感染 后 产生 抗 毒素 + 一 
刺激 肠 细胞 酶 PRE RIM 鸟 背 酸 环 化 酶 
基因 位 置 - 质粒 质粒 


LT 含 两 种 毒素 基因 (toxA .toxB)0'5， 旁 侧 有 重复 序列 ( 称 B)。 编 码 ST 的 基因 
(toxS), 旁 侧 也 有 反 向 重复 序列 ( 称 a), 位 于 其 中 一 个 B 及 LT 区 之 间 。Yamamoto( 山 本 ) 
建议 肠 毒 素 的 DNA 结构 为 B-a-toxS-a-toxA-toxB-B, 认 为 LT 区 在 转 座 子 上 ,而 ST 也 
属 转 座 子 ,位 于 LT 转 座 子 之 内 。 肠 毒素 具 转 座 子 性 质 ,对 其 进化 上 的 意义 是 很 值 得 研究 
的 。 

CT 与 LT 肠 毒素 由 A 和 了 B 亚 基 构成 。A 亚 基 经 蛋白 酶 水 解 又 分 为 Ai( 分 子 量 
22,000) 与 A (分子量 5,000),B 部 分 含 5 个 相同 的 亚 基 (分 子 量 5x11,600)( 见 图 1 )。 

A, 使 A, 与 B 亚 基 连 接 构成 三 维 结构 ,B 亚 基 有 亲 水 性 ,与 细胞 外 膜 神经 节 苷 酯 (GMI) 
或 糖 蛋白 受 体 结合 后 ,分 子 构象 改变 , 释 出 Ai。A, 具 酶 的 性 质 , 为 毒素 疏水 部 分 , 脂 溶性 ， 
得 以 穿 过 双 脂 层 细胞 膜 达 到 内 膜 , 作用 于 肠 细 胞 内 膜 的 腺 苷 酸 环 化 酶 ,激活 此 酶 ,使 ATP 
分 解 为 cAMP 及 无 生物 功能 的 焦 磷 酸 ,在 胞 内 积聚 , 量 大 增 , 改 变 细胞 膜 的 通 透 性 及 Na+、 


图 1 肠 毒素 A,B 亚 基 结 柏 示 意图 图 2 CT 和 LT 和 致 病 作 用 
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K* Cl” HCO,” 等 电解 质 的 平衡 ,细胞 内 外 水 分 和 电解 质 失 调 , 导 致 机 体 产 生 水 样 腹 污 ， 
这 是 CT 和 LT 共同 的 致 病 特征 。CT 和 LT 作用 示意 如 下 ( 见 图 2 )。 由 于 毒素 亚 基 的 转 
录 顺 序 从 A 至 B, 这 就 有 可 能 用 分 子 遗 传 学 技术 除去 A 基因 片 段 (毒性 部 分 ,而 保留 了 
-基因 片段 (无 毒 , 具 免疫 原 性 )。 如 将 孔 亚 基 基 因 克 隆 ,提高 其 表达 水 平 , 将 成 为 很 好 的 类 毒 
素 。 
CT 与 LT 的 结构 十 分 近似 。Yamamoto 将 各 毒素 的 也 亚 基 进行 了 详细 分 BT’, AB 
亚 基 基 因 序 列 推算 其 氨基 酸 序列 ,认为 LT-H.LT-P 及 CT & 103 + REM, MK 苷 酸 水 
平 比较 有 98% 同 源 , 从 毛 基 酸 比较 有 95% 同 源 ,指出 这 些 基 因 可 能 来 自 共同 的 祖先 .从 免 ， 
疫 学 分 析 , 各 毒素 除 共 同 抗原 往外 ,各 有 其 独特 的 抗原 决定 簇 ,并 且 这 三 种 毒素 的 等 电 点 
也 不 相同 。 
Yamamoto 比较 LIT-H、LT-P 和 CTB 亚 基 的 氨基 酸 序 列 ( 见 图 3 ): 
(LT-H)Ala Ser Glu Ser Arg : Vy? “7 ile 
(CT) ThrProGlnAgnTleThrAgpLeuCysAlGiaryrHisAsnThrGlnTleHisThrLeus Asn 
(LT-P)Ala Thr Glu Ser Arg Tyr Tle 
(LT-H)Asp fee Met Val 
(CT) A‘nLysllePheSerTyrThrGluSer*LeuAlaGlyLysAreGiuMet A lallelle”ThrPhe 
(LT-P)Asp_. Leu Met Val 
(LT-H) Ser ; 


t 
(CT) ORE: ATS Eeahe he re said apa alah ec ae am imate ey ihe ig 
(LT-P)MerSer Glu 
. A 


(LT-H) Asp Thr oe Dhir IleAsp 
(CT) AlalleGluArgMetLysAcn"ThrLeuArelleA laTyrLeuThrGluA laLysValGlukys 
TED Asp Asn Ser The Thy ee 
rian eeltdl Top AcuAcnLysThrProHicA talloA ieA lalleBer”MetA Aah 

(LT-P) Asn Ser he 


图 3 LT-H,LT-P RCT B 亚 基 毛 基 酸 序列 比较 氨基 酸 从 NH， 
端 开始 ,A 表 示 LT- 开 及 IT-B 亚 基 之 间 氨 基 酸 残 基 的 差别 


从 上 述 氛 基 酸 序列 比较 ,这 三 个 了 B 亚 基 间 有 几 个 共同 序列 是 保守 的 。 例 如 从 47 一 69 
序列 〈23 个 氨基 酸 , 为 总 氨基 酸 的 22% ) 是 最 长 的 共同 部 分 ,可 以 认为 这 部 分 与 B 亚 基 生 
物 功 能 有 关 。 另 一 共同 性 较 多 的 位 置 是 84 一 93(10 个 氨基 酸 ), 其 他 一 些 部 分 少 于 6A 
基 酸 。 估 计 这 些 相似 的 序列 与 这 三 种 亚 基 的 抗原 决定 簇 共 同性 有 关 。 

LI-H,LI 及 CT 的 B 亚 基 各 具 自 身 独 特 的 抗原 决定 簇 。 例 如 LT-H 及 CT 存在 某 
些 结构 是 共同 的 ,但 不 存在 于 LIT-P; 另 外 ,有 一 些 结构 LT-H 和 LT-P 是 共同 的 , 而 在 CT 
中 没有 。 将 上 图 所 基 酸 序列 详细 比较 ,可 以 看 到 LT-H(B 亚 基 ) 独 有 的 抗原 决定 簇 至 多 只 
需 两 个 氨基 酸 ( 4 位 的 Ser 和 102 位 的 Glu) 改变 。 以 B 亚 基 而 言 ,LT-H 及 LT-P 各 与 CT 
有 81% 及 79% 同 源 (LT- 互 及 LT-P 有 96% 同 源 ), 假 如 毒 力 的 表达 与 宿主 特异 性 有 关 , 则 
”Lys(43 位 ) 或 Ala(46 位 ) 的 序列 (只 在 LT-H 及 CT 中 有 ) 将 是 人 肠 道 中 LT-H 及 CT B 
亚 基 功 能 的 所 在 ,对 考虑 组 构 免 疫 制 剂 是 有 启迪 音义 的 。 
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LT 和 CT 在 免疫 上 有 交叉 中 和 作用 5 ,在 家 免 肠 结扎 试验 及 免疫 琼脂 双 扩 散 试验 中 
艾 得 以 证 明 。 同 样 ,将 CT-A 与 LIT-B 或 CT-B 5 LT-A 亚 基 经 化 学 结合 《carbodiimide ) 
后 , 仍 呈 现 毒性 反应 。 更 有 意思 的 是 , 将 LT RABEL WM 菌 5693 tk, fe CE EAL 菌 569 B 
(pCG 86) 产 生 LT 和 CT 两 种 肠 毒素 。 一 般 大 肠 杆菌 产生 的 LT 是 胞 内 的 ,分 泌 至 胞 外 的 
LT 少 于 10% ,而 在 569 BCpCG 86 ) 菌 株 中 ,所 合成 的 LT 却 大 部 分 分 泌 至 胞 外 ,说 明王 
的 分 沁 受 霍乱 菌 突 变 株 影响 ,改变 了 分 泌 LT 的 能 力 ,但 突变 株 对 CT 合成 的 控制 对 LT AY 
产生 无 影响 ,说 明 LT 和 CT Pete > 泌 作用 的 途径 是 共 同 的 ,但 其 生物 合成 的 调控 
作用 是 不 同 的 。 


3. 菌 体 表面 抗原 成 分 


ARB BURR BEA RE A OK 抗原 粘 附 素 外 , 尚 与 0: 互 血清 型 有 关 (9 HR 
Hi. H HMERA,O:H iO 血清 型 与 蔬 血 清 型 的 组 合 )。O 血 清 型 有 06,08,015， 
020,025,063,078,0115,0128,0148 及 0159。O0 血清 型 的 也 有 一 定 范 围 。 例 如 ,再 16 型 为 
06;H11 及 也 12 为 078; 了 28 为 0148, 不 同 血清 型 的 菌株 常 属 地 区 性 ,在 某 特定 地 区 流行 
的 往往 为 特定 的 血清 型 。LT RST 质粒 的 稳定 性 与 0:H 有 关 , 有 些 O: 互 的 组 BH Alfa 
定 ,并 且 与 LT、ST 及 粘 附 素 也 有 一 定 的 联系 。 因 此 ,在 构建 疫苗 株 时 ,这 些 因素 都 要 考虑 。 
比较 理想 的 应 该 是 采用 地 区 流行 菌株 作 材料 (特别 选择 同 血清 型 ) 进 行 适 当 的 组 合 , 以 提 
高 免疫 效果 。 
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天 们 长 久 以 来 已 知 用 疫苗 预防 传染 病 。Koch 1883 年 发 现 霍 乱 的 致 病菌 后 一 年 即 开 
始 研究 其 预防 疫苗 ,至 今 已 一 百 多 年 仍 未 完美 解决 。 过 去 制备 的 疫苗 处 理 方法 粗糙 。 例 如 
将 霍乱 弧 菌 用 石炭 酸 处 理 或 加 热 杀 死 后 即 作 免 疫 注射 使 用 。 这 些 疫苗 副作用 大 ,免疫 期 限 
短 , 免疫 效果 弱 。 另 外 ,也 研究 用 化 学 ,物理 或 生物 因素 诱 变 。 使 病菌 毒 力 减弱 而 制 成 弱毒 
疫苗 , 副 反 应 仍 大 ,但 免疫 效果 略 佳 ,属于 多 位 点 突变 ,是 否 毒 力 基因 已 改变 不 能 肯定 ,从 
理论 上 说 有 返 祖 的 可 能 ,因而 弱毒 疫苗 的 使 用 须 十 分 慎重 。 由 于 蛋白 质 研 究 技 术 的 发 
展 ,六 十 至 七 十 年 代 多 侧重 类 毒素 的 研究 和 使 用 。 用 甲醛 .成 二 醛 等 处 理 毒 素 ,使 其 脱 毒 而 
保留 免疫 原 性 ,例如 破 伤风 类 毒素 ,效果 很 好 。 但 霍乱 毒素 及 大 肠 菌 毒素 在 处 理 后 毒性 较 
弱 , 同 时 抗原 性 破坏 严重 , 制 成 的 类 毒素 免疫 效果 不 好 。 在 此 时 期 内 ,纯化 抗原 有 谓 化 学 
抗原 ) 性 物质 以 制备 预防 疫苗 的 研究 很 多 ,虽然 安全 性 好 ,但 免疫 原 性 都 不 理想 。 七 十 年 代 
初 ,遗传 工程 技术 问世 ,为 研制 新 的 疫苗 开辟 了 途径 。 


三 、 用 和 遗 传 工程 技术 研究 腹 海 疫苗 的 进展 


传染 性 腹泻 的 传播 途径 是 消化 道 , 其 发 病 机 理 已 如 上 述 , 是 多 种 致 病因 子 综合 作用 的 
结果 。 因 此 ,新 预防 疫苗 的 构建 ,就 应 根据 这 些 规 律 来 考虑 。 例 如 抗 粘 附 作用 、 抗 肠 毒 素 作 
用 等 等 ,还 须 注意 细胞 表面 各 种 型 特异 的 抗原 成 分 。 要 将 这 些 因 素 组 合 在 一 起 , 获 高 效 、 
抗 性 广 (抗菌 、 抗 毒素 )、 副 作用 小 的 疫苗 菌株 ,只 有 采用 DNA 重组 技术 ,将 其 有 效 抗原 基 
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Pi A a BER 2 PT a FB TA A, 是 
新 疫苗 发 展 的 方 癌 。 

从 免疫 途径 看 ,腹泻 预防 疫苗 应 以 口服 活 疫 苗 为 理想 。 近 来 研究 证 明 ,分泌 免 疫 球 蛋 
AlgA 是 肠 道 粘膜 免疫 防御 的 第 一 道 防 线 , 要 使 粘膜 IgA 反应 的 最 好 方法 是 用 抗原 直接 
刺激 肠 道 粘膜 表面 ,例如 用 菌 毛 抗原 、 肠 毒素 抗原 ,经 口服 通过 消化 道 , 就 能 达到 这 个 目 
的 ,产生 局 部 免疫 。 

下 面 将 分 别 介绍 oe eee Bl FF 
论 复合 疫苗 制备 的 可 能 性 。 


1. 大 肠 杆菌 菌 毛 基因 克隆 


这 里 将 介绍 猪 源 大 肠 杆 菌 菌 毛 KK 88, 牛 源 大 肠 杆 菌 菌 毛 人 99, 人 源 大 肠 村 fal EE 
CPA 基因 克隆 研究 的 情况 。 


(1) ETEC K88 抗原 基因 克隆 


ETEC K 88 抗原 有 三 种 血清 型 , 即 开 88.、K88..K 88.4, HER ET AS VA K88.. 
主 。 一 般 说 来 , 腹 演 仔猪 分 离 出 的 大 肠 杆 菌 只 要 能 发 酵 棉 子 糖 的 ,就 是 大 肠 杆 菌 K88 fA 
性 株 , 因 为 K88 it 抗原 基因 与 棉 子 糖 发 酵 基因 同 在 一 个 质粒 上 ， 两 个 基因 并 不 紧密 连锁 ,被 
约 为 20 Md 的 一 段 DNA 所 分 隔 ,可 用 棉 子 糖 (Raf* ) 的 MacConkey 鉴别 培养 基 来 检测 是 
GA K 88 抗原 。Schmidt 等 发 现 K 88 基因 与 raf 基因 两 侧 有 直接 重复 序列 IS 1, 依 赖 
recA 重组 而 移 位 ,并 提出 这 种 利用 棉 子 糖 合成 的 细胞 壁 能 抵抗 吞 OE 作 用 ,增强 细菌 的 适 
应 能 力 。 

Shipley 认为 K 88 抗原 常 为 一 个 分 子 量 50 Md 的 质粒 所 编码 ,K 88 抗原 虽然 有 三 种 
不 同 的 血清 型 ,但 其 质粒 DNA 至 少 有 97% 的 核 苷 酸 同 源 ,三 者 的 酶 切 图 谱 也 十 分 近似 ， 
.用 Hind 亚 酶 解 ,可 切 成 13 一 14 个 电泳 片段 ,所 含 7 一 8 Md 的 第 二 大 片段 是 编 GK 88 it 
原 的 定子 。 

K 88 三 种 血清 型 的 抗原 基因 均 已 分 别克 隆 成 功 ,其 过 程 与 一 般 基 因 克 隆 技 术 相 同 ， 
大 体 流 程 如 下 ; 

大 肠 杆菌 
(K88+,Raf+) 
提取 大 质粒 , 约 50Md 
i 
Hind lis 
1 
Ix 7 一 8 Md 第 二 大 片段 与 Hind 亚 酶 切 的 pBR322 载体 重组 
转化 至 受 体 细胞 如 C600 


抗生素 抗 性 短 选 转化 子 电泳 分 析 
了 酶 联 免疫 检测 K88 抗原 性 
致 敏 血球 凝集 检测 菌 毛 蛋 白 

Y-1 细胞 检测 LT 毒性 等 


转化 子 一 般 是 不 多 的 ,在 K 88 抗原 的 产量 上 强 弱 有 别 。 例 如 从 K 88.» 质粒 PRI 8801 
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所 得 到 的 基因 克隆 转化 子 ,有 的 抗原 产量 强 , 有 的 产量 弱 。 作 电泳 分 析 , 发 现 两 者 的 区 别 在 
于 与 PBR 322 连接 的 方向 相反 , 说 明 这 些 重组 子 中 必 88 表达 的 水 平 取决 于 基因 组 入 的 向 
位 。 取 pPFM 38, 是 H 和 pBR 322 的 重组 子 ,K 88 表达 水 平 低 , 用 Hind 亚 酶 切 后 重新 连 
接 , 得 到 两 种 质粒 , 低 水 平 表达 的 组 入 方向 同 pPFM 38, 高 水 平 表达 的 恰 与 之 相反 (从 
BamH I 酶 切片 段 长 短 分 析 ), 命 名 为 DEFM 200( 见 图 .4 )。 用 酶 联 和 免疫 测定 ( 半 定 量 ) 必 88 
HC HY, DFM 38<2,PFM 200 为 256, 后 者 为 野生 型 pRI 8801 的 四 倍 (PRI8801 为 64)。 
这 两 个 重组 子 已 无 raf 基因 的 存在 ,不 发 酵 棉 子 糖 。 为 进一步 了 解 在 H, 片段 内 天 88 基因 
的 精确 位 置 ,用 EcoR I 切 割 两 个 重组 子 后 再 连接 ,得 到 几 个 不 同 EcoR 工 片段 缺失 的 质粒 ， 
经 测定 只 有 缺失 3.4 Md 片段 的 PEM 205 表 现 为 K88 阳 人 性 ( 见 图 4), 其 抗原 产量 同 
PFM 200, 因 而 认为 此 Hind 亚 一 EcoR 工 片段 包含 有 完整 的 玉 88.。 基因 。 


PRI8801 
51 Md 


aH 
6 个 AprTcsK 88+ 
34 Ket) 3+ K 88* 
: (4H, H,) 
人 
2 个 (&H,) 1+ (4 Hi» Hi His) 
EH 


en 
see) 10. fost) 


Hind Il 切 
连接 


(K 88 nd epee 
图 4 含 氏 88,. 基 因 的 质粒 研究 示意 图 


(2) K99 ERR”) 


MEA RFS BNE K 99 3 A A Str? 32 A AY WR AY PRI 9901, & 57 Md, 被 
Hind 亚 切割 为 13 个 以 上 的 片段 。van Embden 等 用 DNA 体外 重组 技术 将 PRI 9901 的 
Hind 亚 切割 片段 与 载体 PBR 322 连接 , 筛选 得 到 产生 K 99 抗原 的 重组 子 PRI 9902, 它 含 
4 PRI 9901 的 约 11 Md Hind 亚 片段 ( 见 图 5 )。 用 了 BamH I fig pRI 9902 DNA, AGS 
PBR 325 连接 ,得 到 表达 为 人 99 阳性 的 次 克隆 , 酶 切 分 析 说 明 含 有 来 自 pPRI9902 的 
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4.5Md BamH 1 }+f%, FJ EcoRI 4 XbaI 双重 酶 切 ,证 明 重 组 子 pRI 9906-1 与 
pRI 9912-1 的 连接 向 位 相反 ( 见 图 5 ), 但 区 99 的 表达 水 平 是 一 致 的 ,都 比 野生 型 


pRI9901 的 K99 产 量 高 16 倍 ,这 一 点 与 KK88 表 达 的 情况 是 不 同 的 。 用 在 4.5 Md 


BamHI 片段 内 有 4 个 切 点 的 Hpa I 构 成 若干 DNA 缺失 株 ,无 一 能 表达 为 K 99 阳性 者 ， 
BamHI 的 4.5 Md 是 目前 得 到 的 含 K 99 完整 基因 的 最 小 片段 。 含 K 99 基因 重组 质粒 与 
自然 质粒 的 菌株 在 血清 学 ,吸附 能 力 、 形 态 特性 等 方面 均 无 差异 。 重 组 质粒 在 已 . cofi K- 
12 菌株 中 的 表达 水 平 较 低 , 可 能 是 因 宿主 菌 特 性 所 致 ,在 肠 毒素 的 研究 中 也 观察 到 这 一 
点 。Graaf 等 测定 了 K 99 基因 的 核 苷 酸 序 列 , 与 K 88 相同 ,其 亚 基 的 合成 亦 先 有 一 个 前 
体 , 有 一 个 信号 肽 段 。 


Bu 


pBR 325 二 BE ) 
3.7Md j/* — 


5 K99 基因 研究 示意 图 
B-BamHI E-EcoRI H-Hindt) Hp-HpaI X-XbalI 


(3) CFA I 的 基因 克隆 63 


CFAI 基因 常 与 编码 耐 热 肠 毒素 (SE) 的 DNA 在 同一 质粒 上 ,是 一 个 非 接 合 转移 、 分 
子 量 在 60 Md 左右 的 质粒 , 当 自 发 失去 质粒 时 则 一 起 丢失 两 个 表 型 。 从 腹泻 患者 分 离 的 菌 
株 中 得 到 一 编码 CFAI 与 ST 的 质粒 NTP 113, 分 子 量 为 58 Md, Smith 等 用 内 切 酶 切割 
得 知 质粒 有 17 个 Hind 亚 位 点 , 9 个 EcoR I 位 点 ,3 个 BamH I 位 点 ( 见 图 6 )。 用 转 座 


| FF CFA 基因 的 位 置 ,发 现 质粒 中 两 个 区 域 为 表达 CFA 所 必需 ,任何 一 个 区 域 被 转 


座 子 插入 或 造成 缺失 都 不 产生 CFAI。 图 6 中 的 突变 株 NTP 121,NTP 127,NTP 128, 
NITP132 和 NTP 137 都 不 产生 CFA I A) 了 4 与 H8 两 区 域 缺 一 不 可 ,两 者 被 分 子 量 为 25Md 
左右 的 一 段 DNA 所 隔 开 , 因 之 合成 与 调控 也 较 复 杂 。 这 可 能 是 至 今 尚 未 得 到 分 子 殉 隆 、 
研究 上 较 困 难 的 原因 之 一 ,所 以 目前 对 此 粘 附 素 了 解 还 不 很 多 (1685 FA FER 
的 报道 )。 
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图 6 质粒 NTP113 的 酶 切 位 点 及 转 座 子 插入 突变 与 缺失 突变 株 位 置 

B、 了,、H 分 别 为 BamHI, 卫 coRI,Hind 亚 的 切割 位 点 。 

EcoRI WHE E9 位 置 未 测 出 ,Hind 亚 片段 只 标 出 含 了 或 卫 位 点 的 。 
箭头 表示 转 座 子 插入 位 置 及 突变 株 名 称 。 圆 贺 内 为 缺失 突变 株 的 范围 。 
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2. RERHESREM 
LT 肠 毒 素 基 因 位 于 质粒 ,CT 基因 位 于 染色 体 , 因 此 克隆 方法 各 异 , 将 分 别 叙 述 如 下 。 


(1) LI-B 亚 基 基 因 克 隆 …) 
近年 有 多 个 实验 室 分 别 获得 ETEC LT-B 亚 基 克隆 ,下 面 以 Clements 在 1983 年 做 


的 工作 说 明 殉 隆 的 主要 程序 : 


E.coli 711(H10407) 
Y 纯化 质粒 pBR 322 
| PstI ay | PstI BY 
T4DNA 连接 碱 性 磷酸 酶 处 理 
L 转化 至 已 .col 294 
筛选 ApsTecr 
185 Aps/6,484 Tcr 
| 
Wis BE Gusts Viens 
0. 7 TORE REY 


pBR 322 pDF 82 
|Hinpd 亚 Hind il| Y-1 细胞 十 


JT4DNAA BERR BEE 
<4.2Kb~pBR322 
a Pet 1D 25 IRA LT 


ELL = E coliMM 294 
筛选 AprTcs Y-1 细 胞 一 , 酶 联 和 免疫 法 十 
pDF 87 i 
| Hind 亚 
= 
PBR 322 yi 


0.8 Kb 
琼脂 糖 亲 和 层 析 纯化 


大 肠 杆菌 H 10407 的 肠 毒素 质粒 从 F'tslac: :Tn 5 质粒 获 Km 抗 性 标志 , 然后 KAS 
#%% E. coli K-12 711 tk. Hitt E. coli 711(H 10407) 质粒 ,以 PstI 酶 切 , 连 接 至 


Pst I Aig) PBR 322 载体 ,重组 子 转化 至 受 体 菌 MM 294, 从 6,484 个 Te" 转化 子 中 筛选 出 
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185 个 Ap* 转化 子 , 用 Y-1 细胞 法 和 酶 联 和 免疫 法 检测 为 阳性 的 几 个 转化 子 , 作 0.7% 琼 脂 
糖 凝 胶 分 析 , 选 含 单个 质粒 的 PDF 82, 用 Hind 亚 酶 切 , 与 Hind 亚 酶 切 的 PBR 322 载体 连 
接 , 重 组 子 转化 至 互 . cofi MM 294, five Ap'Te* 转化 子 , 进 行 检测 分 析 , 获 得 只 含 LIT-B 
亚 基 的 克隆 PDF 87, 此 亚 基 DNA 的 大 小 为 0.8Kb, 不 含 A 亚 基 。Klipstein 将 LT-B 与 
ST 经 过 碳化 二 亚 胺 (carbodiimide) 反 应 ,只 要 两 者 比率 合适 (ST/LT 一 100/1), 所 用 试剂 比 
例 合适 (10:1), 反 应 时 间 在 96 小 时 左右 ,就 能 获得 良好 抗原 性 的 结合 毒素 ,用 此 结合 毒素 
免疫 大 白鼠 , 可 保护 对 LI RST 的 攻 毒 。 


(2) CI 毒素 基因 克隆 


CT 肠 毒素 基因 位 于 染色 体 ,经 典 生 物 型 霍乱 菌 含 两 个 ctx 毒素 操纵 区 ,成 不 连续 重 
复 序列 排列 ;也 ITor 型 霍乱 菌 中 ,70%% 含 单 拷贝 ctx, 其 余 含 两 个 或 多 个 拷贝 ctx, 成 连续 
重复 序列 排列 。 可 采用 鸣 菌 体 诱 变 方法 ,引起 毒素 基因 的 缺失 或 仅 引起 A 亚 基 基因 的 
缺失 。 霍 乱 菌 含 VcA I AMAA, RIERA MAA BS Mp 噬菌体 , 能 作用 于 DNA 
上 许多 部 位 , 当 其 插入 至 王 I Tor 霍乱 弧 菌 RV 79 ctx 操纵 区 时 , 可 使 毒素 基因 的 某 些 部 
分 缺失 ,经 过 筛选 ,获得 了 A-B- 和 A-B-* 的 突变 株 , 但 未 见 动物 试验 的 报道 。 
近年 Kaper 和 Mekalanos0e271 分 别 发 表 了 他 们 结合 细胞 内 重组 和 DNA 体外 重组 的 
技术 ,获得 了 霍乱 弧 菌 无 毒 株 。 方 法 是 先 在 体外 把 部 分 缺失 毒素 基因 与 质粒 重组 ,然后 将 ， 
其 引入 霍乱 弧 菌 野生 株 , 通 过 体内 交换 ,产生 A-B 或 A-B- 的 无 毒 突变 株 。 下 面 以 
Mekalanos 的 工作 为 例 , 说 明 构 建 突变 株 的 工作 步骤 ( 见 图 7 )。 
a. 体外 构建 带 有 部 分 缺失 毒素 基因 的 质粒 。 从 携带 有 肠 毒素 质 NLA, A 
Pst [ -EcoR I 酶 切 , 组 成 带 完整 毒素 基因 的 重组 质粒 DIM 17, 再 将 之 改建 成 DJM 290.2 
和 PpJM 290.211。 前 者 缺失 A 亚 基 的 Ai 部 分 ,后 者 缺失 大 部 分 A 和 了 亚 基 ,中 间 插 入 了 
FRSA TE SA (Kim ), 此 两 质粒 均 保 留 毒素 基因 两 端 部 分 的 DNA 序列 ,作为 体 内 交 
换 的 同 源 区 。 
。 b. 转移 pJM 290.211 至 带 有 两 个 毒素 基因 拷贝 的 经 典 生 物 型 霍乱 弧 菌 0395。 以 
0395(Str ) 为 受 体 , 含 DJM 290.11 的 菌株 为 供 体 , SAB a i Hr PRK 2013 HW KB 
MM 294 在 LB 平板 上 杂交 ,在 合适 的 选择 平板 上 筛选 出 0395/pJM 290.211, _ 
€, 从 0395 中 消除 DJM290.211。 人 根据 质粒 PHII(Gms) 与 pJM 290.211 (Te’Km') A 
相 容 , 将 CSH 56/pHI1 与 0395(Str")/pJM 290.211 杂交 ,在 含 Sm、Km 和 Gm fy LBA 
上 筛选 转移 接合 子 , 测 定 它们 对 Te 的 敏感 性 。Str Kmr、\Gmr fj Te’ 的 转移 接合 子 证 明 
已 失去 了 pJM 290.211,Km 抗 性 标记 已 通过 体内 交换 从 DIM 290.211 转移 至 0395 染色 
体 ,取代 了 染色 体 上 的 一 个 毒素 基因 。 再 如 法 处 理 , 经 数 次 培养 后 ,可 将 另 一 个 毒素 基因 交 
ae 使 两 个 毒素 基因 拷贝 均 缺 失 。 
。 消除 质粒 PHI1 ,获得 0395-NT 菌株 。 
. Wa pIM 290.2 至 0395-NT, 通 过 同 源 交换 ,0395-NTI 染色 体 上 的 两 个 抗 Km 标 
记 被 ag 290.2 所 携带 的 仅 缺 Ai 部 分 的 毒素 基因 取代 ,分 离 Kms 菌株 ,再 消除 质粒 
pJM290.2, 得 菌株 0395-N1。 试 验 表 明 ,0395-NT 是 A-B- ,而 0395-N1 是 A-B+*。 后 者 表 
ABW KE SARK 0395 株 相 同 , 两 个 突变 株 均 无 毒性 , 现 正 进行 动物 免疫 试验 。 这 一 
工作 引起 了 人 们 广 记 的 注意 。 通 过 诱 变 或 缺失 产生 的 突变 株 的 优点 是 安全 稳定 。 在 家 免 
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图 7 A. 质粒 pJM17,pJM290.2 和 pJM290.211 携带 的 起 乱 毒素 基因 的 酶 切 位 点 ， 
B. 体内 标记 交换 构建 株 0395-NT 


试验 中 , 从 辩 便 反复 分 离 细 戎 ,证 明 没有 回复 突变 ,也 就 是 启示 缺失 发 生 在 结构 基因 , 展 失 
了 编码 毒素 的 遗传 信息 ,但 仍 能 在 粘膜 表面 定居 繁殖 ,分 泌 IgA 抗体 。 因 此 ,这 种 方法 获 
得 的 突变 株 可 作为 构建 疫苗 的 待 选 菌株 。 有 些 突变 无 毒 菌株 用 作 疫 苗 存 在 的 问题 是 ,在 志 
愿 者 试验 中 , 约 有 20% 的 轻 度 腹 注 ,可 能 除 堆 乱 肠 毒素 CT 外 , 尚 含有 其 他 毒素 成 分 。 


3. 复合 疫苗 . 


由 于 腹 注 的 致 病 是 多 因素 的 ,因此 研制 复合 疫苗 , 尽 可 能 包含 抵抗 多 种 致 病因 素 的 成 
分 是 必要 的 。 经 试验 ,各 种 抗 肠 毒素 及 抗菌 抗体 单独 或 复合 使 用 ,对 同 源 及 异 源 的 ETEC 
和 霍乱 菌 都 有 一 定 保护 作用 坟 7( 见 表 3、 表 4 )。 

最 近 ,Svennerholm 等 05(1984) 报 道 用 霍乱 台 菌 灭 活 菌 加 上 B 亚 基 制 成 疫苗 进行 志 
愿 者 试验 , 与 霍乱 患者 对 比 , 当 一 次 免疫 后 ,在 肠 道 产生 局 部 IgA 抗体 与 恢复 患者 的 情况 
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抗 LT(J3-2) 
$i LT(411-5) 


Hi LT (286 C 2) 


不 同 抗 LT 制剂 对 各 种 EITEC REARRERADANDRP IER 


保 护 作 用 
ETEC ALM 
17> 16.0 9.0 
11.0 8.0 8.0 
6.3 7.5 未 试 


a. 家 免 免疫 血清 稀释 至 人 1,000 倍 ,与 同 源 肠 毒素 进行 GM1-ELISA 抗体 测定 。 
b. 保护 系数 :在 有 抗体 及 无 抗体 时 ,细菌 菌株 的 EDs 比值 。 
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表 4 REASRAAGERSERRRSKAATRESA HRP ER 
| 


ii th | 对 稚 乱 (569 B) 的 保护 作用 
STALE 70° 
抗菌 性 抗体 9 
抗 年 乱 毒素 十 抗菌 性 抗体 >1,000 


a. 保护 系数 :在 有 抗体 及 无 抗体 时 细菌 菌株 EDs 的 比值 。 


差不多 ,回忆 免疫 反应 亦 好 。 如 免疫 两 次 , 即 可 获 霍 乱 菌 脂 多 糖 肠 道 IgA 免疫 反应 。 口 服 
免疫 较 注射 途径 好 ,但 至 少 要 两 次 免疫 。 采 用 灭 活 霍乱 菌 的 目的 是 提供 脂 多 糖 抗原 ,该 扩 
{ 原 是 霍乱 菌 的 主要 保护 性 体 抗原 , 有 血清 型 (Inaba 及 Ogawa ) 特 异性 以 及 共 同 保 护 性 搞 
原 决定 签 , 也 可 能 尚 提供 外 膜 蛋白 抗原 包括 血 凝 素 等 。 

| ETEC 菌 毛 抗 原 与 LTB 亚 基 复合 疫苗 在 我 们 实验 室 已 试制 成 功 ,经 初步 试验 对 仔猪 
的 黄 痢 和 和 白痢 的 预防 有 显著 保护 作用 。 
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血清 脂 蛋 日 和 载 脂 蛋 日 的 结构 、 功 能 与 代谢 


BE wi ie ae 
(中 国医 学 科学 院 基 础 医学 研究 所 ) 

一 、 引 言 3。 低 密度 脂 蛋白 的 代谢 
二 、 脂 蛋白 和 载 脂 蛋 白 的 分 离 ,提纯 和 鉴定 4。 高 密度 脂 蛋 白 的 代谢 
三 、' 脂 蛋白 的 一 般 性 质 和 结构 五 、 载 脂 蛋 白 
四 、 脂 蛋白 和 载 脂 蛋 白 的 代谢 i. 载 脂 蛋白 的 结构 与 功能 7 

1。 乳 糜 微 粒 的 代谢 2。 载 脂 蛋 白 的 多 态 性 

2。 极 低 密 度 脂 蛋白 的 代谢 Fe ARB 

一 、 引 sa 


血浆 脂 蛋 白 是 由 脂 质 与 蛋白 质 相 互 结 合 形成 的 大 分 子 复合 物 。 脂 质 包 括 胆固醇 \ 胆 男 
醇 酯 .磷脂 和 甘油 三 酯 .已 知人 血清 含有 五 种 主要 的 脂 蛋 白 , 即 乳 糜 微 粒 (Cm 六 极 低 密度 
脂 蛋 自 (VLDL) .中 间 密 度 脂 蛋 白 (IDL)、 低 密度 脂 蛋 白 (LDE) 和 高 密度 脂 蛋白 (HDL)。 这 
些 脂 蛋 白 都 是 球形 颗粒 ,但 在 分 子 大 小 ,水 合 密度 以 及 化 学 组 成 上 均 彼 此 不 同 , 在 结构 、 功 
能 和 代谢 上 亦 均 有 差异 。 其 中 蛋白 质 称 为 载 脂 蛋白 (apolipoprotein 或 apoprotein , 简称 
apo)。 它 的 命名 在 七 十 年 代 以 前 多 以 其 肽 链 的 羧基 末端 来 命 名 。1971 年 Alavpouic fe 
Hiy A,B,C---- 命名 法 ,得 到 了 大 家 的 公认 , 均 以 载 脂 蛋白 发 现 的 先后 分 别 命名 为 
apo A,apo B,apo C...--- 等 。 目 前 已 从 不 同 的 脂 蛋白 分 子 中 分 离 出 18 种 载 脂 蛋白 5( 附 
表 1 )。 其 中 六 种 载 脂 蛋 白 的 一 级 结构 氨基 酸 序列 已 测定 清楚 ,它们 分 别 为 apo AT、A=- 
I .apoC- 工 .C-I、C- 亚 及 apo 王 。 近 几 年 来 发 现 许多 载 脂 蛋白 都 存在 着 多 态 性 (poly- 
morphism ), 如 果 将 这 些 多 态 异 构 体 (isoforms 计算 进去 , 载 脂 蛋 白 的 数目 远 不 止 18 HT. 
载 脂 蛋 白 不 仅 是 脂 蛋 白 分 子 结构 的 重要 组 成 部 分 ,而 且 具 有 生物 活性 。 例 如 一 些 载 脂 蛋 和 白 
是 脂 蛋 白 代谢 中 两 种 关键 酶 , 即 卵 磷脂 胆固醇 酯 酰 转移 酶 (LCAT) 和 脂 蛋 白 脂 肪 酶 (LEL》 
的 激活 剂 ; 另 一 些 载 脂 蛋 白 则 与 细胞 膜 受 体 有 特异 的 亲 和 活 性 ,进入 细胞 后 对 胆固醇 的 代 
谢 和 脂 蛋 白 的 代谢 起 调节 作用 。 某 种 载 脂 蛋 白 的 缺乏 ,减少 或 异常 将 引起 脂 质 代 谢 的 率 
乱 , 出 现 高 胆固醇 ,高 甘油 三 酯 或 高 脂 蛋 和 白 血 症 ,从 而 激发 动脉 粥 样 硬化 斑 块 的 形成 。 因 
此 , 近 十 年 来 国际 上 对 脂 蛋 白 的 研究 多 集中 到 载 脂 蛋 白 的 作用 ,以 及 一 些 遗 传 . 生 理 、 病 
理 , 激素 .环境 等 因素 对 其 在 调节 和 扰乱 脂 蛋 白 代 谢 的 影响 此 外 ,关于 载 脂 和 蛋白 本 身 的 结 
构 和 功能 的 关系 , 它 的 多 态 性 与 遗传 性 高 脂 蛋 白 血 症 的 分 子 基 础 , 载 脂 蛋白 与 载 脂 蛋 自 
之 间 、 载 脂 蛋 和 白 与 脂 质 之 间 的 相互 反应 , 脂 蛋 白 与 载 脂 蛋 白 与 免疫 调节 , 甚 至 载 脂 蛋 自 与 
磷脂 及 胆固醇 形成 的 蛋白 脂 质 体 可 能 在 治疗 某 些 疾病 中 的 可 能 作用 均 在 研究 中 。 总 的 说 
来 ,血清 脂 蛋白 和 其 中 载 脂 蛋白 的 研究 近 十 年 来 有 飞速 的 发 展 ,特别 是 后 者 已 日 益 显示 
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出 甚 重要 的 作用 ,为 研究 工作 提供 了 广阔 的 前 景 和 巨大 的 潜力 。 
由 于 篇 幅 有 限 , 本 文 只 能 就 血清 脂 蛋 白 和 载 脂 蛋 白 的 某 些 研究 进展 作 一 PEAS 


二 、 脂 蛋白 和 载 脂 蛋 白 的 分 离 、 提纯 和 鉴定 


研究 脂 蛋 白 及 载 脂 蛋白 的 结构 、 功 能 和 代谢 对 阐明 高 血脂 症 和 动脉 粥 样 硬化 的 机 理 
有 重要 的 意义 。 开 展 此 课题 的 研究 首先 需要 有 较 大 量 的 脂 蛋 白 及 其 亚 类 。 以 往 制 备 血 清 中 
的 VLBGL 和 LDL 及 HDL 多 沿用 经 典 的 序列 超速 离心 分 离 法 (Sequential Utracentrifuga— 
| tion)[。 该 法 每 次 只 能 分 离 一 种 脂 蛋白 ,每 次 需 20 一 24 小 时 ,如 果 要 获得 纯净 的 HDL 则 
需 90 小 时 左右 。 另 一 缺点 是 分 离 样品 少 , 尚 未 将 HDL 的 两 种 主要 亚 类 HDL, 和 HDL, 分 
离 。 因 此 近 十 年 来 不 少 学 者 不 断 在 寻找 新 的 分 离 途 径 , 以 期 缩短 离心 时 间 , 增 加 分 离 样品 
和 提高 分 离 效 果 。 并 希望 能 通过 一 次 超速 离心 就 可 分 离 血清 中 数 种 脂 蛋 白 及 其 亚 类 和 无 

脂 血 清 。 因 为 目前 已 知 无 脂 血 清 中 含 胆 固 醇 酯 转移 蛋白 、 一 些 生理 功 能 尚 不 十 分 明确 的 

” 载 脂 蛋 和 白 和 脂 质 以 及 其 他 脂 类 结合 的 脂 质 体 。 此 外 无 脂 血 清 还 可 以 用 来 研究 细胞 培养 和 
细胞 膜 上 LDL 等 受 体 ,因此 不 难 理解 近年 有 不 少 人 从 事 这 方面 的 研究。 较为 成 功 的 有 
Patsch 等 的 以 区 带头 密度 梯度 离心 的 分 离 法 ,首先 将 HDL, 和 HDL, 分 离 , 然 后 经 过 再 一 
次 密度 梯度 离心 分 离 VLDL 和 .LDL。 这 样 缩短 分 离 时 间 到 27 小 时 左右 ,但 分 离 样 品 量 
较 少 , 仅 15 ml, 1980 年 Chung 等 和 用 垂直 离心 头 密度 梯度 超速 离心 一 次 分 离 血 清 中 
VLDL,LDL 和 HDL, 但 未 能 将 HDL, 和 HDL, 分 开 , 且 所 得 HDL 尚 有 少 Sie AN 
污染 。 同 年 Chapmann 等 5 发表 了 用 水 平头 密度 超速 离心 血清 脂 蛋 白 , 声 称 能 一 次 将 
VLDL,LDL 和 HDL, 及 HDL, 分 开 , 但 分 离 样品 亦 较 少 , 约 12 毫升 左右 。 从 他 们 分 离 的 
图 象 看 , HDL: 和 HDL, 并 无 明显 的 界面 。 取 样 十 分 繁琐 , 易于 产生 扩散 , 仍 需 48 小 时 ,不 
适宜 制备 用 。1982 年 Schmitz 和 Assmann57 用 较 小 的 区 带 离 心头 密 度 超 速 离心 分 离 血 
清 中 的 HDL,,HDL, 和 HDLs, 但 未 将 VLDL 和 LDL 分 离 。 因 分 离 样 品 较 少 , 亦 只 适宜 于 
DPA. FFARR? 汪 近 三 年 来 对 血清 脂 蛋 和 白 及 其 亚 类 的 分 离 进 行 了 一 系列 的 研究 ， 
根据 不 同 的 要 求 和 目的 建立 了 多 种 方法 来 分 离 人 及 数 种 动物 血清 中 的 主要 脂 蛋 白 和 亚 
类 ,获得 了 良好 的 效果 , 兹 分 述 如 下 ; 

(1) 以 多 聚 阴离子 硫酸 右 旋 糖 酥 [dextran sulfate 500(DS)] 及 二 价 离子 Caz2+ Lie. 
浓缩 血清 中 含 apoB 的 脂 蛋 白 VLDL 和 LDL, 然后 以 密度 梯度 (1.00 一 1.30g/ml) 在 区 带 
头 中 , 42,000 rpm,， 二 小 时 半 , 一 次 分 离 血 清 中 的 VLDL 和 LDL, 获得 了 较 党 的 纯 品 ,为 进 
一 步 研究 VLDL,LDL 及 其 中 载 脂 蛋白 提供 了 新 的 方法 [8?91。 

(2) 直接 从 120 一 150 ml 血清 中 以 不 连续 的 密度 梯度 在 区 带 离心 头 中 一 次 分 离 提 纯 
VLDL 和 LDL。 离 心 条件 与 上 述 方法 同 。 但 不 经 DS 和 Ca 沉淀 ,因此 比 上 法 更 为 简 
fi 019) 。 

(3) LADS 和 Ca** 沉淀 含 apoB 的 脂 蛋 白 以 后 ,加 大 以 上 两 种 试剂 的 浓度 于 去 
VLDL fi LDL 的 上 清 菩 中 ,以 沉淀 血清 中 的 HDL。 再 将 HDL 溶解 血清 中 置 区 带头 中 密度 
梯度 超速 离心 去 除 其 中 的 HDL。 离 心 条 件 为 45,000 rpm, 密 度 梯 度 1.00 一 1.40g/ml，8 
小 时 。 所 得 HDL 经 多 种 方法 鉴定 ,如 琼脂 糖 电泳 , 聚 丙烯 酰胺 电泳 、 免 疫 双 扩 散 免疫 电 


+ RL 


泳 及 免疫 双 相 电泳 等 , 均 证 实 为 纯 品 ,浓度 较 高 tal。 
另 一 方法 是 将 DS 与 Ca 沉淀 浓缩 后 的 HDL 以 固定 角 头 密度 梯度 离心 5 小 时 左 
右 ,( 离 心 速度 为 70,000 rpm), 可 将 HDL SHR AMD BO. 

《4) 一 次 直接 从 血清 中 分 离 , 提 纯 血 清 中 的 VLDL.LDL.HDL, 和 HDL, REM ii 
清 。 上 面 已 谈 到 ,虽然 不 同 工 作 者 以 不 同 的 离心 头 和 密度 梯度 .时 间 和 速度 的 配 比 , 欲 一 次 
从 血清 中 分 离 各 种 主要 脂 蛋 白 及 无 脂 血 清 做 了 尝试 ,但 均 未 获得 满 意 结果 和 达到 制备 的 
目的 。 王 克勤 和 何 锦 麟 02) 根 据 分 离 提纯 脂 蛋 白 的 经 验 ,改变 密度 梯度 的 配 比 ,离心 速度 
和 时 间 , 经 过 多 次 实验 ,终于 成 功 地 将 血清 中 的 YLDL.LDL .HDL:、HDLs 和 无 脂 血 清 分 
离 。 图 1 中 的 离心 条 件 为 Beckman L8-80 超速 离心 机 ,Ti-14 区 带 离心 头 ,不 连续 密度 梯 
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图 1 区 带头 密度 梯度 超速 离心 分 离 图 
— :- SAR RHA 280nm; =:-'-: 密 度 梯 度 曲 线 。 
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图 2 FR PAHS ERR RRR LOK 
LI。 全 血清 ; 2. VLDL; 3. LDL; 4. HDL; 5. HDL; ;氨基 黑 10 B #BqGQ 
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4 3 免疫 双 扩 散 
a. 对 免 抗 人 全 血清 进行 扩散 : 
1. 人 全 血清 ; 2.VLDL; 3.LDL; 4.HDL,;5. 了 HDL:;6. 40 管 , 中 央 孔 , 免 抗 人 全 血清 抗 血清 
b. 1. 人 全 血清 ; 2.VLDL; 3.LDL; 4.HDL:;，5.HDL:; 6.40 管 ,中 央 孔 , 免 抗 人 昌 脂 蛋 白 抗 血清 
BE 1.00—1.40 g/ml, 47,000 rpm(160,000xg 左 右 ),22 小 时 。 经 琼脂 糖 、 聚 丙烯 酰 胶 ( 图 
2 ) 免 疫 化 学 (图 3 ab) 及 分 析 超 速 离心 等 方法 鉴定 为 纯 品 。 化 学 组 成 和 文献 的 经 典 方 法 
分 离 提纯 者 一 致 。 此 方法 的 建立 不 仅 为 以 上 几 种 脂 蛋 白 和 无 脂 血 清 的 制备 提供 了 较 满 意 
的 新 方法 ,而 且 可 做 分 析 用 ,大 大 增加 了 该 法 的 应 用 范围 。 例 如 一 次 超速 离心 的 图 象 可 用 
来 研究 不 同年 龄 性 别 , 正 常 和 家 族 性 高 脂 蛋 白 血 症 各 种 表 型 血清 脂 蛋 白 的 差异, 不同 腾 
食 , 激 素 和 疾病 ,特别 是 动脉 粥 样 硬化 的 影响 ,以 及 在 脂 蛋 白 之 间 的 相互 转化 等 。 王 克勤 等 
已 将 该 法 初步 用 于 分 析 男 性 和 女性 超速 离心 图 象 的 差异 ,男性 的 LDL 和 VLDL 均 比 女性 
为 多 ,而 HDL 则 比 女 性 为 少 (图 4 )。 
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4 人 不 同性 别 密度 梯 度 超速 离心 图 象 的 比较 

一 一 :蛋白 质 吸收 曲线 (女性 ) ; 

-全 -全 一: 密度 梯度 曲线 。 

1. VLDL;2. LDL;3. HDL,; 4.HDL;; 5. 无 脂 血清 ; 
-一 '-: 蛋 白质 吸收 曲线 (男性 ) 


83 - 


载 脂 蛋 白 的 分 离 : 纯 的 脂 蛋 白 经 醇 栈 (1:3) 在 -12 脱脂 后 ,经 典 方 法 多 FA Sephadex 
G-200 或 G75 将 所 含 的 载 脂 蛋 白 分 离 , 然 后 再 以 离子 交换 柱 亲 和 层 析 等 进一步 分 离 出 单 
— ls A. 2 SDS-PAGE, 免疫 化 学 .超速 离心 分 析 等 鉴定 为 纯 品 后 ,再 研究 其 理化 性 
质 和 生理 功能 及 制备 单 克隆 抗体 等 。 目 前 国际 上 已 开始 用 快速 高 效 液 相 层 析 来 分 析 和 制 
备 载 脂 蛋 白 并 已 获得 较 好 的 效果 。 这 一 方法 将 在 载 脂 蛋 白 的 研究 中 显示 其 威力 。 


三 、 脂 蛋白 的 一 般 性 质 和 结构 


血清 中 五 种 脂 蛋 白 都 含有 脂 质 (包括 胆固醇 及 其 酯 .甘油 三 酯 ,磷脂 ) MBAR, Be 
理化 性 质 , 形 状 大 小 ,水 合 密度 .化 学 组 成 和 分 子 量 等 方面 均 有 所 不 同 , 特 别 是 载 脂 蛋白 的 
种 类 和 量 ( 表 1 ,2 ), 在 功能 上 亦 有 所 差异 。Cm 含有 大 量 的 甘油 三 酯 ,主要 运 输 从 食物 
中 撮 入 的 脂 质 。VLDL 亦 含有 较 多 的 TG ,主要 是 将 肝脏 合成 的 脂肪 和 胆固醇 运输 到 外 局 
组 织 使 用 ,其 中 的 磷脂 和 蛋白质 主 要 维持 脂 蛋白 分 子 的 结构 ,并 使 其 溶 于 水 的 介质 〈 载 脂 
蛋白 的 其 他 功能 将 在 以 后 阐述 )。Cm 的 颗粒 和 分 子 量 最 大 ,密度 最 小 ;HDL。 则 分 子 量 和 
il Alia/)\. BE RK,.A & apoB, & apoA & &, Cm,VLDL,IDL #7 LDL 194 apoB,Cm 
RAYA By, LDL 中 者 为 Bio,VLDL 还 含有 较 多 的 载 脂 蛋白 C 族 ,特别 是 C- 亚 ,还 含有 
apo 下 。 在 结构 方面 一 般 都 认为 脂 蛋 白 有 一 个 非 极 性 的 核心 ,主要 是 甘油 三 酯 和 胆固醇 酯 ， 
而 其 表面 层 则 被 一 层 极 性 化 合 物 (磷脂 .自由 胆固醇 和 载 脂 蛋白 ) 组 成 的 膜 所 覆盖 。VLDL 
的 核心 主要 是 甘油 三 酯 ,LDL 核心 主要 是 胆固醇 酯 ,表面 为 磷脂 .apoB 和 胆固醇 Be”. 
以 小 角度 和 线 散 射 仪 和 C-NMR 仪 来 研究 LDL 的 颗粒 核心 ,发 现 其 核心 的 脂 质 成 分 随 


温度 的 不 同 而 有 所 变化 。10 它 时 核心 中 的 胆固醇 酯 ,胆固醇 及 少量 甘油 三 酯 成 同心 圆 的 


形式 整齐 地 排列 着 ,而 在 45 它 时 这 些 中 性 脂肪 则 变 得 不 规则 (图 5 ) 1。 关 于 LDL 结 梅 
的 细节 尚 不 十 分 清楚 。 
表 1 ”人 血浆 脂 蛋 白族 的 理化 性 质 


电泳 上 的 位 置 颗粒 大 小 (nm) 分 子 量 x10s 密度 (g/m 上 2 
FL BE RL 停留 在 起 点 75 一 1,200 4,000 <0.93 
VLDL 前 B- 脂 蛋白 30 一 80 10 一 2,000 0.93 一 1.006 
IDL 慢 -前 -8B- 脂 蛋白 25 一 35 5 一 1,000 1.006 一 1.019 
LDL . B- 脂 蛋白 18 一 25 23.0. 1.019—1, 063 
HDL, Q- 脂 蛋白 9 一 12 3.6 1.063—1.125 


HDL, o-fs=A 5 一 9 1.75 1.125—1.210 


#2 ”人 血浆 脂 蛋 白 的 载 脂 蛋 白 组 成 


VLDL IDL LDL HDL 
总 蛋白 质 的 mol% 


ap0A-I 一 一 45 
apoA-I 一 一 二 22 
apoB 2 13 75 一 
apoC-I 8 26 一 17 
apoC-I 20 9 一 2 
apoC- 亚 60 41 22 7 
apoD 一 一 一 5 
apoH-1I,0,WV 9 13 3 1 
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5 Ami LDL 结构 示意 图 
A. 10°C; B.A5%G 


.对 HDL 的 结构 有 不 少 研究 者 感到 兴趣 ,他 们 从 研究 其 中 载 脂 蛋白 的 化 学 和 物理 化 学 
性 质 、 重 组 合 的 载 脂 蛋白 颗粒 以 及 完整 的 HDL 的 理化 性 质 ,提出 了 一 些 有 关 HDL 结构 
的 观点 。 认 为 HDL 的 所 有 亚 类 均 以 球形 颗粒 存在 ,并 含有 相同 的 化 学 组 成 ,但 颗粒 大 小 
和 密度 则 不 一 致 ,从 80 一 120 有 ,分 子 中 的 极 性 基 团 如 胆 碱 磷脂 , 神 精 RA BE 
转移 在 表面 层 对 着 水 相 。 而 那些 非 极 性 的 度 水 性 脂 质 (包括 胆固醇 酯 和 甘油 三 酯 ) 则 位 于 
颗粒 核心 (图 6 )。 关 于 其 中 磷脂 和 载 脂 蛋白 的 结合 ,大 多 数 研究 者 的 意见 是 以 非 极 性 的 
PALMAE, ERM RM. 


6 人 血清 HDL 结构 示意 图 
PC; Sp Bigs SPM: RHR; CE :ARRRAR. Seer ARR ENIX PPE ERI 
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四 、 脂 蛋白 和 载 脂 蛋 白 的 代谢 


1, FBR GK ALA Ri 


Cm 含有 apoA- [1 ,A-1 ,A-V ,B-48 ,apoC MLESZMRIREA™ **!, Hr apoC 和 
E 在 小 肠 中 新 合成 的 Cm 中 含量 很 少 。 当 其 进入 血液 循环 时 与 其 他 脂 蛋 白 相互 反应 才 蔷 
得 apoC 和 EC …:。Cm 在 血浆 中 的 生物 半 寿 期 仅 4 一 5 分 钟 ,因此 正常 人 饥饿 时 的 血清 
不 含 Cm。 只 是 在 食 高 脂肪 膳食 之 后 才 出 现 。 此 外 工 型 和 型 高 脂 蛋 白 血 症 患者 ,即使 包 
12 小 时 的 血清 亦 有 Cm, Cm 在 琼脂 糖 或 纸 上 电泳 时 都 于 起 点 不 动 ,因此 很 容易 用 电泳 
法 鉴别 。 

Cm 在 脂 蛋 白 脂肪 酶 (LEL) 的 作用 下 裂解 为 Cm 核心 残 体 和 表面 残 体 。 前 者 含 较 丰 
富 的 apoE 和 胆固醇 酯 ,后 者 则 有 丰富 的 磷脂 .胆固醇 和 apoC, 这 些 组 分 至 少 是 部 分 地 转 


”给 HDLs2s'29 ,形成 较 大 颗粒 的 HDL:。 其 核心 残 体 可 通过 其 中 apoE 与 细胞 上 apoE 受 体 


结合 cs0, 其 中 载 脂 蛋白 C 对 这 种 结合 可 能 有 抑 制作 用 。 肝 细胞 受 体 摄 入 的 核心 残 体 对 
其 细胞 内 胆固醇 合成 中 的 HMGCoA 还 原 酶 有 抑制 作用 。 最 近 Floren 等 c 发 现 人 纤维 
母 细胞 可 通过 apoB E 受 体 摄取 Cm 核心 残 体 ,但 不 摄取 天 然 cm。 动 脉 壁 平滑 肌 细 胞 亦 
可 摄取 Cm 残 体 ,因此 应 该 将 其 看 作 是 一 种 臻 动脉 弗 样 硬化 的 颗粒 Cs3。 归 纳 起 来 Cm 的 
分 解 代谢 分 两 步 进行 (图 7 )。 
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图 7 Pre a 


(1) Z4E LPL 作用 下 水 解 Cm 核心 中 的 甘油 三 酯 ,形成 核心 残 体 和 表面 残 体 , 后 者 转 
移 到 HDL:。 
(2) 腻 细 胞 apoE 受 体 可 识别 Cm 核心 残 体 ,然后 摄 入 肝 细 胞 进行 代谢 。 
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2. 极 低 密 度 脂 蛋 白 的 代谢 

VLDL 颗粒 极 不 均一 ,S: 值 20—400, 颗粒 为 300 一 1,000A 。 在 正常 情况 下 以 密度 梯 
度 超速 离心 可 将 VLDL 分 为 七 个 部 分 54s51。 因 此 在 正常 血清 中 就 存在 着 VLDL 不 同 阶 
段 的 代谢 产物 。VLDL 在 LPL 的 作用 下 其 核 中 的 甘油 三 酯 被 水 解 后 形成 IDL, 然 后 进 一 


步 水 解 为 LDL。Eisenberg[se 和 Tall 等 571 曾 分 别提 出 ,VLDL 在 分 解 代谢 过 程 中 ,其 核心 


中 的 中 性 脂肪 逐渐 减少 ,核心 变 小 ,因而 使 其 表面 过 剩 ,过 剩 的 表面 形成 新 生 的 HDL。 后 
者 一 般 呈 盘 形 结构 ,在 血液 中 卵 杰 脂 胆固醇 脂 酰 基 转移 酶 (LCAT) 的 作用 下 ,形成 了 成 熟 
的 球形 颗粒 。Deckelbaum 等 cs 和 王 克 勤 等 (51 曾 用 提纯 的 VLDL 和 以 亲 和 层 析 法 分 离 提 
纯 的 牛奶 LPL 在 体外 进行 反应 ,以 密度 梯度 超速 离心 分 离 反 应 产物 ,并 以 紫 外 鉴 测 产物 
的 蛋白 质 图 象 的 改变 ,以 电 镁 观察 蛋白 质 峰 脂 蛋 白 的 颗粒 大 小 ,发 现 有 新 的 蛋白 质 峰 出 
现 。 其 中 脂 蛋 白 颗 粒 比 原 VLDL 的 直径 为 小 ,与 LDL 者 相似 。 还 有 盘 状 颗粒 和 带 触角 的 
颗粒 产生 。 为 Eisenberg 和 Tall 等 提出 的 假设 提供 了 实验 依据 。 

VLDL 含有 35%% 的 apoB、50%apoC( 包 括 C= IC- 和 C- 亚 ) 和 大 约 10% 的 apoE 及 
其 他 的 脂 蛋 白 。 在 VLDL 代谢 过 程 中 (VLDL_>IDL_>LDL),apoB(Bu) 不 交换 。 因 此 LDL 
中 的 apoB 来 自 VLDL 的 代谢 rol。 另 一 方面 apoC apoE, 胆固醇 及 磷脂 则 转移 到 HDL 。 
关于 IDL 代谢 尚 不 十 分 清楚 ,有 些 研究 者 认为 肝 组 织 的 apoE 和 apoB、E 受 体 参 与 IDL> 
LDL 的 代谢 [ytsl。LPL 在 水 解 VLDL 的 过 程 中 需要 apoC- I 的 参与 和 激活 ,而 apoC- 1 
则 可 能 有 抑制 作用 。 作 者 等 曾 发 现 纯 的 VLDL.HDL 对 LPL 有 激活 作用 ,apoA- I 和 LDL 
则 无 c4( 图 8 )。 


, 
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图 8 VLDL 分 解 代谢 图 解 


目前 关于 apoC- I Xf LPL 的 作用 机 理 引 起 不 少 作者 的 重视 和 兴趣 ,提出 了 一 些 假 设 ， 
尚 无 定论 。 国 际 上 已 发 现 数 例 C- 开 缺乏 的 患者 表现 出 严重 的 高 甘油 三 酯 血 症 。 作 者 与 李 
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冠 周 发 现 由 了 鸭 血 清 了 DL 分 离 提纯 的 apoC-I 对 LERPL 亦 有 激活 作用 。 因此 关于 apoC- I 
Xf LPL 的 作用 机 理 的 进一步 研究 有 重要 的 生理 和 临床 意义 。 


3. (RB ES anRH 


apoB 是 LDL 的 主要 蛋白 质 ,主要 来 自 VLDL 的 分 解 代谢 sw4-4， 只 有 极 少量 来 自 
cm 如 果 有 的 话 。 肝 和 小 肠 粘 膜 细胞 是 合成 apoB 的 部 位 。 外 周 细胞 膜 的 合成 所 需 胆固醇 
基本 上 也 在 肝脏 合成 ,再 通过 VLDL—>LDL 的 代谢 途径 输送 给 肝 外 细胞 使 用 。 无 妈 脂 蛋 
白 血 症 的 患者 其 肝 和 小 肠 都 不 能 合成 apoB, 这 些 患者 血清 中 无 VLDL #1 LDL A 8 )。 

KF LDL 的 分 解 代 谢 已 由 Goldstein 和 Brown5 ”等 阐明 得 很 清楚 ,他们 从 组 织 培 
养 和 动物 实验 证 实 ,在 人 纤维 母 细胞 动脉 平滑 肌 细 胞 和 淋巴 细胞 LDL 受 体 (图 
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图 9 受 体 和 细胞 内 胆 固 阴 代谢 


ee 


”9 )。 这 些 受 体 对 胆固醇 的 代谢 和 防止 细胞 内 胆固醇 过 多 的 堆积 起 到 极其 精确 的 调节 作 


用 。 当 IDL 与 细胞 膜 特 异 受 体 LDL 结合 后 ,LDL 进入 细胞 内 ,并 在 溶 酶 体 中 水 解 ,其 让 
apoB 分 解 为 氨基 酸 , 渗 出 细胞 外 ,胆固醇 则 释放 到 细胞 内 51。 细 胞 内 的 自由 胆固醇 的 增 
加 激活 了 胆固醇 代谢 的 调节 机 理 , 从 而 使 胆固醇 在 细胞 内 的 浓度 不 致 增加 5 。LDL 受 体 
途径 对 胆固醇 的 调节 机 理 可 归纳 如 下 : 

(1) 抑制 胆固醇 合成 中 的 关键 酶 (HMGCoA 还 原 酶 ) 的 活性 ,使 细胞 内 胆固醇 合成 减 
ip RPE SEP) 4 y 4 

(2) 激活 脂 酰 CoA ,胆固醇 酯 酰 转移 酶 (ACAT) 的 活性 ,从 而 使 过 多 的 胆固醇 可 以 胆 
固 醇 酯 的 形式 储存 起 来 "1。 

(3) 抑制 LDL 受 体 的 合成 ,从 而 防止 LDL 进入 细胞 ,防止 胆固醇 的 堆积 驻 1( 图 9 )。 

在 高 脂 血 症 , 特 别 是 家 族 性 高 胆固醇 血 症 的 情况 下 ,对 胆固醇 代替 丧失 了 调节 作用 。 
目前 发 现 LDL 受 体 功能 有 三 种 不 同 的 遗传 缺陷 症 涉及 到 下 列 三 种 等 位 基因 "1。 

R*”， 指 定形 成 一 种 没有 很 明显 结合 能 力 的 受 体 。 

R"” :， 指 定形 成 一 种 受 体 ,其 结合 能 力 明 显 降低 但 仍 可 测 出 。 

R"……: 指 定形 成 有 结合 能 力 的 受 体 , 但 不 能 入 胞 。 

SR 


Goldstein 和 Brown 测定 了 一 些 纯 合 子 家族 性 高 胆固醇 血 症 纤维 母 细 胞 的 受 依 遗 传 
倩 况 , 发现 受 体 缺 乏 和 受 体 缺陷 的 患者 的 发 生 率 近 似 [821, TT A Pg PEA” (Internalization ) 
有 缺陷 的 患者 则 很 少 。 由 于 LDL 受 体 功能 缺陷 的 结果 , 杂 合 子 和 纯 合 子 的 患者 的 LDL 的 
分 解 代 谢 都 减少 。LDL 在 循环 中 的 浓度 有 继 发 增加 。 正 常人 的 每 个 纤维 母 细胞 上 约 有 
10,000 受 体 。 大 约 每 天 可 以 分 解 LDL 血浆 池 中 的 45% , 杂 合 子 患者 的 每 个 纤维 母 细胞 
上 的 受 体 约 为 5,000 左右 ,分 解 代谢 为 30% 左 右 ,而 纯 合 子 患 者 (无 受 体 ) 则 只 能 代谢 血 
浆 池 的 LDL 15% 左 右 5ss%e91。 根 据 他 们 体外 和 体内 实验 的 结果 提出 了 LDL 分 解 途径 的 
模型 。 
按 此 假设 ,LDL 是 通过 受 体 依赖 机 理 和 受 体 无 关 的 机 理 从 血浆 中 移 走 。 并 假设 在 所 有 
。 的 人 中 不 管 他 的 LDL 功能 受 体 的 数目 如 何 ,大 约 每 人 血 浆 中 的 LDL 有 15% 是 通过 一 种 
”与 受 体 无 关 的 途径 代谢 的 (清道 夫 细胞 )。 这 些 清道 夫 作用 的 细胞 是 网 织 内 皮 细 胞 系统 巨 
唆 细 胞 和 组 织 细 胞 (histiocyte)。 在 正常 人 中 30% 的 LDL 是 通过 受 体 依 MRE. ERA 
子 只 有 10%, 纯 合子 则 无 。 主 要 是 通过 清道 夫 的 途径 。 根 据 这 一 假设 ,家 族 性 高 胆固醇 
血 症 通过 清道 夫 细胞 分 解 LDL 的 量 为 正常 的 2 一 3 倍 ,而 纯 合 子 的 患者 在 脾脏 的 巨 噬 细 
fa FERS Kuffer 氏 细 胞 骨骼 的 组 织 细 胞 (histocytis) 及 其 他 单 细 胞 来 源 的 单 核 的 巨 噬 细 
胞 中 均 有 胆固醇 的 堆积 。 
与 纤维 母 细胞 ,动脉 壁 平滑 肌 细 胞 ,淋巴 细胞 及 其 他 许多 细胞 相 比 , 巨 噬 细 胞 不 含 
LDL 受 体 ,只 有 在 其 中 的 apoB 被 修饰 以 后 ,通过 电荷 依赖 的 内 知 作 用 , 巨 唆 细 胞 才 以 很 大 
亲和力 摄取 IDLIe7 -91。 | 
”目前 ,有 一 种 家 免 , 称 Watanabe( 渡 边 ) 或 WHHL, 可 作为 研究 LDL 受 体 缺 乏 的 一 种 
很 好 的 模型 。 纯 合子 的 家 免 表 现 出 在 纤维 母 细胞. 肝 细胞 和 肾上腺 皮质 细胞 完 全 缺乏 
LDL 受 体 。 血 清 胆 固 醇 非 常 高 ( 达 500 一 900 mg/dl, 其 中 90% 是 在 LDL 中 ), 有 黄色 瘤 和 
严重 的 动脉 粥 样 硬化 。 这 一 模型 与 目前 所 知道 的 高 胆固醇 血 症 在 各 方面 都 十 分 相同 , 因 
此 这 种 动物 为 研究 高 胆固醇 血 定 和 动脉 粥 样 硬化 的 机 理 提 供 了 有 力 的 工具 Co?71。 
LDL 受 体 本 身 的 性 质 和 代谢 近年 来 也 受到 了 不 少 研究 者 的 重视 。 受 体 的 性 质 有 下 面 
一 些 特点 。 
(1) 受 体 是 一 种 蛋白 质 ,易于 被 蛋白 酶 水 解 、 化 学 修饰 ,如 乙 酰 化 .与 戊 二 醛 交 连 聚 
合 ,但 不 易 与 糖苷 酶 (glycosidase ) 或 者 水 解 酶 作用 ,分 子 量 为 160,000521。 
(2) 人 纤维 母 细 胞 的 膜 上 最 多 有 20,000 到 50,000 WEE, 
(3) LDL 受 体 可 以 识别 LDL 中 apoB 和 apoE 及 HDLc 的 apoE, 因 此 又 称 为 apoB、E 
BK), - | 
(4) 一 个 LDLI 颗粒 与 一 个 受 体 结合 ,而 一 个 含 apoE 的 HDLe 颗 粒 可 与 四 个 受 体 结 
心 [74] 
(5) 脂 蛋白 颗粒 中 的 赖 氨 酸 或 精 氨 酸 被 修饰 后 失去 其 结合 力 0579。 
(6) 受 体 聚集 在 细胞 膜 上 覆盖 的 pits 凹陷 上 ,细胞 表面 只 有 2% BE Coated pits Ar B 
盖 , 虽然 其 中 含有 50 一 80% 的 受 体 。 
受 体 的 功能 和 合成 及 其 细胞 内 的 循环 (图 10)。 
(1) LDL 受 体 是 在 与 膜 结合 的 微粒 上 合成 的 ,是 一 种 质 膜 上 的 跨 膜 蛋 白质 (trans- 
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图 10 LDLSeRKE ， 
® 受 体 的 合成 ; @ 不 规则 的 分 布 ; 
@ 堆积 ; ® 入 内 作用 ; 
© 再 循环 


(2) LDL 受 体 是 在 高 尔 基 复合 体 糖 化 后 不 规则 地 分 布 于 桨 膜 上 。 


(3) 它 具 有 两 种 功能 区 :与 细胞 外 LDL 的 结合 区 ,位 于 细胞 膜 的 外 部 ; 另 一 为 进入 
区 ,位 于 细胞 膜 的 内 部 ,由 于 进入 区 的 某 种 氨基 酸 的 序列 和 EBLE 白 包 涵 & (clathrin) 
的 特殊 亲和力 ,合成 的 受 体 则 聚集 在 覆盖 的 凹陷 。 

(4) 在 LDL 进入 之 后 , 受 体 又 可 重新 拼 入 浆 膜 并 集中 到 覆盖 的 凹陷 (图 10)。 

Goldstein 和 Brown!”7) 及 其 他 作者 通过 研究 培养 细胞 或 从 不 同 组 织 分 离 提纯 的 浆 膜 
与 化 学 修饰 的 或 1 标记 的 LDL, 对 胆固醇 在 调节 不 同 器 官 中 胆固醇 的 代谢 所 起 的 重要 
作用 有 了 较 深 入 的 了 解 。 目 前 已 比较 了 约 20 种 不 同 的 组 织 细胞 膜 上 的 LDL 受 体 数目 。 发 
现 以 肾上腺 皮质 和 卵巢 黄体 (corpus luteum ) 含 LDL 受 体 数目 最 多 。 这 种 结果 说 明 ,LDL 
受 体 的 代谢 途径 可 能 对 这 两 种 器 官 提供 了 相当 量 的 胆固醇 为 其 合成 攻 体 激素 之 用 Ca。 

。 最 近 胡 访 梅 等 09 发 现 ,家 免 主 动脉 壁 的 平滑 肌 和 内 皮 细 胞 膜 亦 有 LDL 受 体 ;比较 了 
正常 和 高 脂 血 症 血清 LDL 对 细胞 膜 受 体 的 影响 。 正 常 和 高 脂 血 症 血清 中 LDL 进入 细胞 
内 的 放射 性 分 别 平均 为 对 照 组 的 五 售 和 七 售 。 高 脂 血 症 为 正常 组 的 1.4 倍 。 这 种 差异 可 
能 与 高 脂 血 症 中 的 低 密 度 脂 蛋 白 所 含 载 脂 蛋 白 与 正常 者 不 同 有 关 。 


4， 高 密度 脂 蛋白 的 代谢 


血清 HDL 可 能 有 三 种 来 源 : 1. 肝脏 合成 HDL 前 体 ; 2、 由 小 肠 合成 HDL 前 体 !3， 
由 血浆 中 的 Cm 和 VLDL 分 解 代谢 时 所 产生 的 表面 成 分 形成 。 以 上 三 种 来 源 的 HDL 都 
是 新 生 的 HDL ,为 盘 状 结构 (图 11)。 目 前 认为 第 三 种 途径 是 HDL 的 重要 来 源 。Eisen- 
berg!**) fq Tall[371 等 先后 提出 了 令 人 注目 的 假设 , 即 当 Cm 和 VLDL 在 脂 蛋 白 脂肪 酶 作用 
下 ,它们 核心 中 的 甘油 三 酯 迅速 水 解 ,核心 缩小 ,表面 过 剩 , 过 剩 的 表面 在 侧面 压力 影响 下 
形成 皱 袜 和 突出 ,最 后 与 Cm 和 VLDL 颗粒 脱落 而 形成 盘 状 结构 的 HDL。 这 种 盘 状 结 梅 
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A 11 HDL 的 代谢 图 解 
VLDEL: 鹤 低 密度 脂 蛋 白 ; IDEL :中 间 密 度 脂 蛋白 ; LDE : 低 密 度 脂 蛋白 ; 
LCAT: 卵 磷脂 盟 固 醇 脂 酰 转移 梅 ; apo: 载 脂 蛋 白 ;了 DEL :高 密度 脂 蛋 和 白 


是 apo A- 工 .胆固醇 和 磷脂 结合 的 双 层 膜 结构 , 含 胆 固 醇 酯 极 少 。 新 生 的 HDL 在 LCAT 
作用 下 ,将 其 中 胆固醇 酯 化 为 胆固醇 酯 ,后 者 进入 核心 使 盘 状 结构 HDL 转变 为 成 熟 的 球 
形 颗 粒 。 这 一 假设 已 得 到 了 一 些 实验 证 据 。.Schaefer 等 C1 发 现 将 2sI cm 注射 给 人 ,90% 的 
放射 性 出 现在 HDL 中 。 李 志高 、 王 克勤 co 等 以 ?IapoA- 工 标记 的 VLDL 在 体外 与 HDL 
保温 ,发 现 有 54% 的 放射 性 出 现在 HDL 上 。 李 完 周 、 王 克勤 [1 以 I apoC- 工 标记 的 
VLDL 与 HDL 一 同 保温 时 ,有 95% 的 放射 性 转移 到 HDL。 此 外 Deckelbaumtssl 等 和 王 克 
勤 等 5 在 体外 研究 VLDL 与 牛奶 LPL 一 同 保温 的 代谢 音 物 时 ,以 电子 显 A 观察 产 
i, RL VLDL 颗粒 变 小 ,并 有 不 规则 的 颗粒 出 现 ,有 些 带 有 突 角 ,有 些 HABER, 
还 有 盘 状 结构 。 作 者 等 推测 这 些 突 角 和 尾巴 一 旦 脱离 脂 蛋 白 颗 粒 , 即 可 形成 新 生 的 HDL, 
以 上 实验 均 为 HDL 来 自 血 浆 中 Cm 和 VLDL 的 代谢 提供 了 直接 依据 。 、 

此 外 有 些 研究 者 还 观察 到 ,人 血清 HDL 水 平一 般 血管 内 脂 解 作用 较 快 的 人 比 脂 解 作 
用 慢 的 为 高 。 相 反 , 家 族 性 脂 蛋白 脂肪 酶 缺乏 的 患者 引 起 的 高 Cm 血 症 ,表现 了 HDL 胆 
固 醇 水 平 的 降低 和 apoA-I 的 减少 [ss-s51。 

关于 HDL 亚 类 的 形成 和 调控 尚 不 十 分 清楚 ,目前 认为 HDL, 是 在 脂 解 过 程 中 释放 出 
的 apoC 、 磅 脂 和 胆固醇 由 HDL, 接受 而 形成 的 891。 无 疑 LCAT 在 HDL, 转变 为 HDL, 和 
HDL, 中 起 到 重要 作用 "sl,HDLc 则 由 HDL, 接受 较 大 量 的 胆固醇 而 形成 。HDLc 由 于 
它 含 有 大 量 的 apoE ,在 胆固醇 的 代谢 中 起 决定 性 作用 。 一 方面 由 于 HDLc 分 子 中 的 apoE 
可 被 肝 细 胞 apoE 受 体 所 识别 ,这 样 分 子 中 的 胆固醇 可 以 在 肝 中 合成 胆 酸 而 代谢 掉 asl。 另 
一 方面 HDLe 可 以 从 肝 外 周 细胞 的 BLE 受 体 取代 LDL( 图 12)。 根 据 一 些 实验 结果 ,1 mol 
的 HDLec 可 与 B、E 受 体 的 四 个 部 位 结合 ,而 1 mol LDL 只 能 与 一 个 BE SHAS. Alt 
HDLe 可 以 有 效 地 防止 外 周 组 织 摄取 LDL。 这 些 结果 意味 着 HDLe 的 主要 生理 作用 可 能 
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图 12 HDLe 与 胆固醇 代谢 图 解 
有 抗 动脉 粥 样 硬化 的 作用 5 图 11,12)。 
此 外 ,HDL 的 亚 类 HDL, 和 极 高 密度 脂 蛋白 01(d= 1.21 一 1. eel 基本 上 是 磷脂 
和 apoA-I 的 复合 体 ), 对 细胞 中 的 胆固醇 有 很 大 的 亲和力 ,HDL;, 则 对 细胞 内 胆 男 醇 的 外 
流 无 影响 。 作 者 实验 室 初步 用 纯 apoA-I, 磷 脂 和 胆固醇 制备 了 蛋白 脂 质 体 。 在 电子 显 微 
镜 下 的 结构 与 新 生 的 HDL 十 分 相似 ,具有 盘 状 结构 (图 13)。 它 的 功能 和 代谢 正在 进 
行 研究 中 。 ‘ , 


图 13 apoA-I、 磷 脂 ,. 胆 固 醇 形成 的 蛋 帕 脂 质 体 的 电子 显微镜 图 象 | 
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关于 HDL 的 分 解 代 谢 主要 在 肝脏 进行 ,人 HDL 的 生物 半 寿 期 为 五 天 左 右 , 其 他 动 
HAR, WRK, ARMAA 20 余 小 时 。 王 克勤 2 等 以 MT apoA- 工 注 射 给 鸭 , 其 
在 HDL 和 血清 中 的 半 寿 期 相同 ,分 别 为 40.1 土 1.7 和 41.0 士 2.7。 比 人 的 快 三 倍 。 并 进 
一 步 发 现 肝 为 IT apoA- 工 的 主要 代谢 器 官 ,肾脏 次 之 , 心 \ 脾 、 肺 和 小 肠 再 次 之 ,主动 及 
最 少 。 说 明 HDL 不 易 与 主动 脉 结合 ,从 另 一 侧面 为 HDL 有 抗 动脉 粥 样 硬化 作用 提供 了 
依据 。 
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载 脂 蛋白 是 脂 蛋 和 白 颗粒 中 决定 其 结构 与 功能 的 重要 因素 。 目 前 已 从 不 同 血清 脂 和 蛋白 
和 麻 巴 液 中 分 离 、 提 纯 了 18 种 载 脂 蛋 白 , 它 们 分 别 为 apoA-IA-I、A-K ,apoB-48, 
Bu apoC-T ,C- I. ,C-IM,apoD,E,Lp(a),Proline Rich (iif 酸 ) 和 Threonine Poor 


ORF AR) EBEAB 糖 蛋白 ,HLA- ”抗原 和 脂 质 转移 蛋白 等 。 关 于 它们 的 分 子 量 


”和 等 电 点 参看 附 表 1 。 实 际 上 它们 的 数目 远 不 止 18 种 ,因为 许多 载 脂 蛋白 还 存在 多 态 异 
构 体 。 此 外 ,由 于 方法 学 的 不 断 改进 和 研究 工作 的 不 断 深入 ,可 以 预料 将 会 发 现 更 多 的 载 
脂 蛋 和 白 。 同 时 也 将 对 其 生理 功能 和 代谢 有 更 多 的 了 解 ,将 为 阐明 高 脂 蛋 白 血 症 和 冠 心病 
的 发 病 机 理 提 供 依 据 。 
目前 关于 载 脂 蛋 白 的 结构 已 有 六 种 apo 的 一 级 结构 弄 清 。 它 们 的 功能 至 少 有 四 方 
面 :(1) 与 脂 质 结合 维持 脂 蛋 白 的 结构 。(《2) 运转 内 源 和 外 源 性 的 脂 质 。(3) 激活 脂 蛋 
自 代 谢 中 的 一 些 酶 。(4) 与 细胞 膜 上 的 LDL 受 体 B,E 和 受 体 已 结合 ,调节 胆固醇 和 甘油 ， 
三 酯 及 脂 蛋 和 白 的 代谢 。 近 年 来 国际 上 对 载 脂 和 蛋白 的 结构 与 功能 的 关 系 、 一 些 载 脂 蛋 白 激 
活 酶 的 作用 机 理 和 对 其 多 态 性 的 分 子 基础 及 其 与 遗传 性 高 脂 蛋 白 血 症 的 关系 给 予 极 大 的 
关注 和 兴趣 ,特别 在 载 脂 蛋 白 互 的 研究 方面 更 为 突出 。 近 年 来 一 些 作 者 已 从 分 子 水 平和 
细胞 水 平 , 甚 至 基因 水 平 阐 明了 遗传 性 焉 型 高 脂 蛋 白 血 症 的 发 病 机 理 。 发 现 RISA E 
的 不 同 表 型 由 于 其 中 一 些 重要 氛 基 酸 如 精 氨 酸 被 半 胱 氨 酸 所 代替 ,对 细胞 表面 LDL 受 体 
的 结合 产生 了 明显 的 变化 有 关 , 这 些 研究 将 为 载 脂 蛋 白 的 结构 、 功 能 与 代谢 及 其 与 动脉 粥 
样 硬化 的 关系 的 阐明 提供 新 的 途径 和 思路 。 下 面 拟 就 几 种 载 脂 蛋 白 的 研究 进展 及 我 组 在 
这 方面 的 研究 作 简 要 的 介绍 。 


1， 载 脂 蛋 白 的 结构 与 功能 


(1) 载 脂 蛋白 的 亲 脂 性 
” 载 脂 蛋白 的 亲 脂 性 是 apo 的 中 心 功能 , 并 与 它 的 一 级 结构 有 密切 关 系 。 目 前 已 有 六 
种 载 脂 蛋白 的 一 级 结构 .氨基酸 序列 完全 测 出 (图 14 一 18, 图 23)。 它 们 的 毛 基 酸 组 成 和 
数目 与 其 他 已 知 蛋白 质 无 明显 的 差异 。 但 仔细 观察 可 以 发 现 ,这 些 载 脂 蛋白 具有 下 面 几 
个 特征 ; 

1) 含有 较 多 的 极 性 氨基 酸 ,而 且 它们 的 排列 方式 多 以 1,2 或 1,4 相反 的 离子 对 形式 
出 现 : 即 Glu-Arg,Glu-Lys 或 Asp-Lys,Asp-Arg。 

2) 其 中 疏水 氨基 酸 残 基 一 对 对 地 出 现在 1,2 或 1,4 相反 离子 对 的 附近 。 

3) 蛋白 质 中 极 性 和 非 极 性 氨基 酸 残 基 的 这 种 分 布 很 容易 形成 双 性 螺旋 。 不 带电 荷 的 
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14 A apoA=-I 的 一 级 结构 


i] 
= 
{ 


PCA Ala Lys Glu Pro Cys Val Glu Ser Leu Val Ser Gin Tyr Phe Gin Thr Val Tht Asp 
5 


pr) 15 20 


yr Gly Lys Asp Leu Met Glu Lys Val Lys Ser Pro Glu Leu Gin Ala‘GIn Ala Lys Ser 
25 30 35 40 
yr Phe"Glu Lys Ser Lys GluGln Leu Thr Pro Leu.lle Lys Lys Ala Gly Thr Glu Leu 
45 50 ee 60 


} 
Val Asn Phe Leu Ser Tyr Phe Val Glu Leu Gly Thr Gln Pro Ala Thr Gin 


65 70 75 


15 人 apoA-I 的 一 级 结构 
图 中 示 两 个 相同 的 链 以 二 硫 键 在 Cys-6 相连 的 一 半 


Thr Pro Asp Vai Ser Ser Ala Leu Asp Lys Leu Lys Glu Phe Gly Asn Thr Leu Glu Asp 
10 20 


Lys Ala Arg Glu Leu Ite Ser Arg Ite Lys Gin Ser Glu Leu Ser Ala Lys Met Arg i 
30 


Trp Phe Ser Glu Thr Phe Gln Lys Val Lys Glu Lys Leu Lys tle Asp Ser 
50 


图 16 人 apoC-I 的 一 级 结构 


94 。 


‘“Tnr-Glu-Gin-Pro-G!n-GIn-Asp-Glu-Met -Pro-Ser-Pro-Thr-Phe-Leu-Thr-Glu-Val-Lys-Glu- 
; 5 id 15 20 


- Trp-Leu-Ser=*Ser-Tyr-Gin-Ser-Ala-Lys-Thr-Ala-Ala-Gin-Asn-Leu-Tyr-Glu-Lys-Thr-Tyr- 
25 30 35 40 


Leu-Pro-Ala-Val ~Asp-Glu-Lys-Leu-Arg-Asp-Leu-Tyr-Ser-Lys-Ser-Thr-Ala-Ala-Met-Ser- 
45 50 55 60 


Thr-Tyr-Thr-Gly-I le-Phe-Thr-Asp-Gln-Val-Leu-Ser-Val-Leu-Lys-Gly-Glu-Glu. 
65 70 75 


17 A apoC- 开 的 一 级 结构 


1 
| 


sH2N-Ser-Glu-Ala-Glu-Asp-Ala-Ser-Leu-Leu-Ser-Phe-Met-GIn-Gly-Tyr-Met-Lys-His-Ala-Thr- 
1 ; 5 15 20 


Lys-Thr-Ala-Lys-Asp-Ala*LeuzSer-Ser-Val -GIn-Ser-Gin-G'n-Val-Ala-Ala-GIn-GIn-Arg- 4 
025 35 : 40. - 


Gly-Trp-Val-Thr-Asp-G1 y-Phe-Ser-Ser-Leu-Lys=Asp-Tyr-Trp-Ser-Thr-Val -Lys-Asp=Lys- 
45 50 55 60 


Phe-Ser-Glu-Phe-T rp-Asp-Leu-Asp-Pro-Gl u-Va 1-Arg-Pro-Thr-Ser-Ala-Val-Ala-Ala-COQH 
65 70 i eS 

(Gal, Gal)-(NAN) 

| 0, bs2 

请 +4 | NH, 


18 人 apoC- 亚 的 一 级 结构 


芯 水 氨基 酸 残 基 组 成 螺旋 的 非 极 性 面 ,带电 荷 的 亲 水 氨基 酸 残 基 组 成 螺旋 BSE, 
。 ”这 种 双 性 螺旋 有 利于 载 脂 蛋白 的 结合 。 

载 脂 蛋 自 的 主要 功能 之 一 是 与 脂 质 的 结合 。 七 十 年 代 中 期 以 来 ,Gotto 实验 室 中 的 
”了 Pownall,Sparrow 和 Jackson 等 就 从 事 这 方面 的 研究 ,用 固 相 酶 合成 了 以 上 五 种 载 脂 蛋 自 
的 氨基 酸 序 列 的 片段 ,或 用 CNBr 和 胰 和 蛋白 酶 来 裂解 天 然 载 脂 蛋白 ,然后 研究 这 些 载 脂 蛋 
和 的 结构 与 功能 的 关系 。 例 如 伍 们 将 apoA-I Pl CNBr 方法 裂解 为 1 一 90,91 一 115,116 一 
151 及 152—245 四 个 片段 ,发 现 其 中 二 个 长 的 片段 只 有 R 基 末 端 152 一 245 可 以 自发 地 
SRBRAGO ,这 是 首次 报道 确定 了 脂 质 与 载 脂 蛋白 结合 的 区 域 。 此 后 他 们 还 在 
apoA- [| .apoC- 工 和 apoC-I 及 apoC- 亚 与 脂 质 结 合 区 域 片段 的 定位 上 , 均 发 现 载 脂 蛋 
和 与 脂 质 的 结合 大 部 分 发 生 在 羧基 末端 的 片段 。 在 apoA- 工 肽 中 至 少 需要 31 个 氨基 酸 ， 


即 47 一 77。apoC- 工 至 少 需要 26 个 ,从 32 一 57 氨基 酸 残 基 。 太 短 的 肽 链 不 易 形 成 a 双 - 


性 螺旋 ,因此 也 就 不 易 与 脂 质 结合 。 人 apoA- 工 是 高 度 螺 旋 的 , 圆 二 色 测 定 其 中 有 55% 为 
a 螺旋 ,8% 为 8 结构 ,37% 则 为 不 规则 的 结构 。 与 磷脂 结合 时 ,apoA- I 工 和 apoA- 工 的 w 螺 
旋 均 有 明显 的 增加 …1; 在 无 磷脂 存在 的 情况 下 , 载 脂 蛋 白 几 乎 不 与 中 性 的 脂 质 结合 。 可 见 
载 脂 和 蛋白 与 磷脂 结合 在 形成 脂 蛋 白 结 构 和 其 他 功能 中 的 重要 性 。 

(2) 载 脂 蛋白 对 酶 的 激活 作用 


- 95 - 


载 脂 蛋 白 A- 工 及 C- 工 对 ILCAT ABE EA. apoC- I Mx} LPL 有 激活 作用 。 对 于 
apoC- 工 激活 活性 的 研究 较 多 , 现 介绍 如 下 : 

载 脂 恒 白 C- 工 的 激活 作用 :apoC- 工 含有 78 个 氨基 酸 ,Jackson 等 于 1977 年 测 出 其 
全 部 序列 如 图 。1984 年 Brewer[ ”实验 室 对 apoc- 工 的 氮 基 酸 序列 重新 测定 ;Sharpet229 
和 Gacksori 等 又 用 基因 工程 方法 分 析 了 apo C-1 hy mRNA 的 e DNA 的 核 苷 酸 序列 ， 
他 们 的 结 采 相 互 验证 apo C- 工 具有 79 个 氨基 酸 而 不 是 78 个 。 其 中 部 分 氢 基 酸 的 顺序 
与 过 去 测定 的 也 有 差异 。 但 N 端 和 C 端的 一 级 结构 仍 相同 。 

在 apo- 工 序列 中 有 数 处 含有 双人 性 螺旋 的 潜在 性 , 与 apoA- 工 不 同 , apo- 工 与 脂 质 结 
合 的 功能 与 激活 酶 的 作用 位 于 该 分 子 的 不 同 区 域 "””) ,激活 酶 的 片段 在 羧基 端的 55 一 78 
氨基 残 基 。 序 列 43 一 50 45 VLDL 结合 ,是 与 脂 质 结 合 的 部 分 片段 Kinnunen 等 [9 以 CNBr 
裂解 和 以 固 相 酶 合成 的 方法 制备 了 apoC- 工 的 片段 ,研究 这 些 片 段 激活 LPL 作用 ,发 现 片 
段 1 一 9 和 10 一 59 氨基 残 基 均 无 激活 作用 ,而 羧基 端的 60 一 78 HERR ARR apoC- I 


激活 LPL 能 力 的 50% 左 右 , 人 工 合 成 的 片段 60 一 78 的 能 力 只 能 增加 ILPL 水 解 力 的 三 倍 ， 


.天然 apoC- 工 为 九 倍 ,再 加 上 五 个 氨基 残 基 。 从 55 一 78, 则 激活 能 力 增 到 12 倍 , 几 乎 与 天 


然 apoC-I 无 异 。 如 果 减 少 五 个 氨基 酸 ,66 一 78 则 无 激活 作用 ,如 果 将 羧基 端的 Gly-Glu- 
Glu 三 个 毛 基 残 基 移 去 ,减少 了 激活 作用 的 95% 。 以 上 结果 说 明 ,apoC- 工 羧基 端的 24 
个 氨基 酸 含 有 激活 酶 的 活性 中 心 。 此 外 Gly-Glu-Glu 中 的 Glu 可 能 是 与 LPL 离子 相互 
反应 的 部 位 ,而 55 一 65 增强 了 酶 促 作 用 ,和 氛 基 端的 49 氮 基 残 基 可 能 与 磷脂 结合 ,因而 使 
apoC- I 4 Cm #1 VLDL 的 表面 层 结合 ,而 使 羧基 端 可 能 与 毛细 管 上 的 LEPL 相 互 反 
jue oie! 

此 外 ,Catapano 等 于 1979 年 用 一 缺乏 apoC-I 患 者 的 VLDEL 来 研究 apoC-I 分 
Fh o 螺旋 能 结合 脂 质 的 区 域 , 在 体外 用 三 种 不 同 长 度 会 成 的 apoC- 工 片段 及 天 然 apoC- 
1X} LPL 酶 水 解 VLDL 中 TG 的 影响 ,结果 发 现 apoCI(55 一 78) 及 apoC-I(43 一 78) 都 
Ay ft LPL 酶 活性 增加 七 倍 , 但 是 只 有 后 者 可 与 VLDL 结合 ,因此 apoC- I (43—78) & & 
a ab SIR MASH RIX. A Bl Gis R MT f,apoC- 1 AY 35—50 肽 片段 的 %& 双 性 螺 
旋 区 对 apoC-I 与 LPL 的 结合 是 十 分 必要 的 。50 一 78 的 肽 段 则 是 apoC- I Hye LPL fig 
的 片段 ,虽然 它 与 磷脂 无 结合 作用 。 

此 外 ,Smith[s5 等 分 别 以 Phe、Trp 和 Gly 来 取代 apoC-I(50 一 70) 片 段 中 的 第 62 个 
氨基 酸 Tyr, 则 减少 了 LPL 活性 的 60 一 78% ,因此 62 位 上 的 Tyr 对 酶 的 激活 也 RAB 

近年 Gotto 实验 室 的 研究 人 员 进 一 步 研 究 了 apoC-I 的 二 级 结构 与 激活 LPL 活性 的 
关系 ,发 现 apoC-I(35 一 78) 片 段 中 的 二 个 B 转 折 区 (52 一 55 和 60 一 64) 对 LPL Wy HELE 
用 ,而 62 位 上 的 Tyr 的 替换 则 严重 影响 apoC-I 的 活 PE. Gotto 提出 :62 一 74 的 肽 段 
是 apoC- 正 与 PL 结合 区 。 因 此 apoC-I 对 LILPL 的 激活 似乎 不 需要 与 底 物 脂 蛋 自 或 与 
LPL 分 子 中 的 高 度 非 极 性 亲 和 作 用 。 关 于 apoC-I 激 活 LPL 的 作用 机 理 以 及 EPE 如何- 
水 解 VEDL 中 的 甘油 三 酯 尚 无 定论 ,这 是 目前 研究 工作 者 感 兴趣 的 问题 。 

(3) 载 脂 蛋白 与 细胞 膜 受 体 的 结合 

载 脂 蛋 白 的 另 一 重要 功能 是 控制 脂 蛋 和 白 与 细胞 膜 表 面 之 间 的 相 互 反 应 ,从 而 调节 细 
胞 对 脂 蛋 白 的 摄取 量 。 自 Goldstein 和 Brown 发 现 纤维 母 细胞 膜 存在 着 LDL VRE 


。96 ， 


以 来 ,有 关 脂 蛋白 受 体 在 调节 胆固醇 代谢 中 的 作 用 ,以 及 LDL SABA 理论 的 研究 
都 有 很 大 的 进展 ,关于 这 方面 的 综述 很 多 ,读者 可 参阅 文献 [49,62,65,79,98,99], 此 处 只 
。 简要 介绍 apoB 和 apoE 在 结合 LDL 受 体 中 的 重要 作用 。 目 前 LDL & fk, (apoB, E) Ail 

apoE 的 受 体 已 在 许多 组 织 中 发 现 , 包 括 内 皮 细 胞 ,平滑 肌 细 胞 ,肝脏 和 肾上腺 皮质 细胞 及 
纤维 母 细胞 。 两 种 载 脂 蛋白 可 以 作为 配 基 而 被 细胞 膜 上 的 受 体 所 识别 。 一 种 是 apoBioo, 另 
一 种 是 apoE。 关 于 apok 的 结构 与 受 体 结合 功 能 及 胆固醇 代谢 调 节 的 关系 , Weisgraber, 
Innerrarity 和 Mahley SE (ETHEL! I, ese BEM apoE 的 异 构 体 apoE-2、 
E-3,E-4 等 的 分 子 结构 中 的 apoE 精 氨 酸 与 半 胱 氨 酸 的 交换 ,特别 是 精 氨 酸 被 半 胱 气 酸 代 
蔡 后 在 分 子 结构 中 引起 的 变化 ,严重 影响 了 apoE 与 纤维 母 细 胞 受 体 的 结合 活性 。 从 而 引 
起 了 胆固醇 或 VLDL、LDL fi B-VLDL 在 血清 中 的 堆积 65， 从 此 来 益 明 结构 与 功能 的 关 
系 。Mahley 实验 室 的 研究 人 员 根据 Zannis 和 Breslow 的 假设 将 apoE 分 为 六 种 不 同 的 表 
WBN E3/3,E 2/2,E 4/4 =Haa fil E3/2,E3/4,E4/2=mRAaT. BNEAWE 
3 3 Z100—2002 ial AY Hr EAS — 26 He HE SE HG EE 
氨基 酸 所 代替 。 一 般 正 常 型 的 apoE 3/3 型 在 112 和 158 位 分 别 为 半 胱 氛 酸 和 精 氮 酸 ,而 
E 2/2 型 和 互 4/ 4 型 在 上 述 两 处 均 为 半 胱 氨 酸 或 均 为 精 氨 酸 。 这 种 氨基 酸 的 改变 不 但 在 等 
电 聚 焦 电 泳 上 泳 动 速率 有 明显 的 差异 (图 24,26), 而 At 细胞 受 体 的 结合 能 力 有 极 大 的 
影响 。 纯 合子 下 2/2 型 几乎 不 能 与 纤维 母 细胞 或 肝 细 胞 膜 上 的 apoB、E RE SAAS. io 
aie FH) E 4/4 型 则 仍 能 与 apoB、.E ME SAAS, WAZ apoE 的 肽 链 中 158 位 LR 
酸 在 受 体 的 结合 上 极为 重要 。 另 一 方面 如 果 用 亚 腕 环 已 酮 (cyclo heximidione) 处 理 或 还 原 
性 甲 基 化 apoE 分 子 中 的 部 分 精 氨 酸 或 赖 氛 酸 , 它 的 受 体 结合 能 力 受 到 阻碍 ,结果 延 组 
了 Cm 残 体 和 VLDL 在 血浆 中 清除 的 速度 。 其 他 杂 合 子 的 受 体 结合 能 力 则 不同 程度 地 降 
低 。 这 是 结构 与 功能 的 关系 最 典型 的 范例 。 这 方面 的 研究 对 阐明 家 族 性 遗传 性 高 脂 蛋 白 
血 症 的 发 病 机 理 提供 了 分 子 基础 ,由 于 这 些 高 脂 蛋白 血 症 的 患者 一 般 At BAL Bh AB 
样 硬化 ,因此 对 动脉 粥 样 硬化 的 发 病 机 理 亦 提供 了 重要 线索 。 


。 2， 载 脂 蛋白 的 多 态 性 


目前 已 知 的 18 种 载 脂 蛋白 中 有 数 种 载 脂 蛋白 表现 出 多 态 性 ,已 知 apoA 有 四 一 五 种 
异 构 体 ,apoC 有 三 种 ,apoD 也 有 两 种 ,apoE 则 有 六 种 以 上 的 异 构 体 。 这 些 异 构 体 大 都 因 
在 等 电 聚 焦 凝 胶 电 泳 上 有 不 同 的 泳 动 速 率 而 被 发 现 ,然后 再 从 分 子 水 平和 细 胞 水 平 来 研 
究 其 在 结构 和 功能 上 的 差别 ,新 近 还 用 基因 工程 方法 在 基因 水 平 来 研 究 载 脂 蛋白 的 生物 
含 成 ,发 现 了 更 多 的 异 构 体 。 目 前 以 apoA 和 apoE 的 多 态 性 与 遗传 性 疾病 的 关系 研究 得 
最 为 广泛 深入 。 

(1) 载 脂 蛋 白 A- 工 的 多 态 性 

正常 血清 载 脂 蛋白 A- I 主要 分 布 在 HDL 中 , 占 总 脂 蛋白 -的 65% ,A-I 占 23%,A- 
了 只 有 微量 ,apoC'S 占 5%,D 占 2% ,下 仅 占 1% ,其 他 apo 约 占 5% 左 右 。 正 常 apoA-I 
在 Cm 中 占 33% ,其 他 脂 蛋白 中 VYLDL .LDL 只 有 少量 。apo A- 工 的 分 子 量 为 28,000 & 
右 。 它 的 氢 基 酸 序列 已 搞 清 楚 ( 图 14)。 人 血清 apoA- I 在 凝 胶 等 电 聚 焦 电 泳 上 表现 出 
有 六 一 七 条 带 , 鸭 的 亦 有 七 一 八条 ,说 明 它 在 不 同 种 属 血清 HDL 中 存在 着 带 不 同 电 荷 的 
异 构 体 , 有 数 种 多 态 型 。 目 前 已 发 现 apoA- T 至少 有 三 种 主要 的 变异 型 ,它们 分 别 为 


从 


| 


apoA- 工 Milano,apo A- IMarburg 和 apoA-I Minster。Weisgraber 等 ”1 首 先 分 离 提 
“i 了 apo A~[ Milano 一 个 家 族 中 五 位 成 员 有 这 种 变异 的 apo A- 工 ,它们 的 甘油 三 酯 水 
平 有 轻 度 增 加 ,胆固醇 接近 正常 ,HDL fF A- I AY 7K 3F J) AR OS ME 1K. A+ I Milano 与 串 
HDL 低 的 其 他 疾病 的 情况 不 一 样 ,例如 Tangien disease ,L-CATase §kZ FE, £4 BR Jpg A oo et 
黄色 瘤 等 ,未 发 现 早 发 的 心脏 病 。 

Weisgraber'" 研究 了 意大利 的 一 个 家 族 的 三 个 成 员 :父亲 ,儿子 和 兄弟 。 首 先 发 现 
这 三 个 成 员 的 HDL 载 脂 蛋白 在 SDS -FAG 凝 胶 电泳 上 的 图 象 与 正常 人 的 不 同 。 正 常人 
AYR LB] apoA- I .apoA-I 和 人 少量 的 apoC'S, 而 三 个 apoA- | Milano 患者 D.V. 及 其 儿 
子 D.M. 和 兄弟 D.G. 的 SDS 电泳 图 ， 除 含 正常 的 apo A- 工 和 apoA-I 外 , 它们 还 含有 
55,000 #1 35,000 分 子 量 的 载 脂 蛋白 apoA- 工 的 双 聚 体 及 apoA=I 和 apoA-I 的 混合 体 。 
经 8- It 7 RE ALB A- I fl apoA- I fy 55,000 和 35,000 43 BAY apoA-I Ww, 
只 有 正常 的 apoA- 工 (28,000) 带 有 所 增加 和 apoA- 工 的 单 体 ( 图 19)。 


图 19 正常 和 apoA-I Milano 变异 型 的 三 个 家 族人 员 的 
HDL 的 载 脂 蛋白 的 SDS 聚 丙烯 酰胺 电泳 图 
右 : 对 照 , 人 :以 综 基 乙醇 还 原 的 ,加 入 脂 蛋 白 蛋 和 白 量 40ug 


进一步 以 等 电 聚 焦 电 泳 观察 正常 的 和 Milano 变异 的 HDL 和 apo A=T, 并 比较 以 
另 - 开 基 处 理 前 后 二 者 在 聚焦 电泳 上 的 差异 ,发 现 正常 apo A- I 4% B- 笠 基 己 胺 处 理 未 产生 
， 电荷 的 变化 ,而 A-I Milano 的 apoA- 工 和 HDL 均 向 阴极 转移 一 个 电位 ,与 正常 者 没有 
什么 差异 (图 20), 说 明 A- I Milano 除 含有 正常 apoA- 工 以 外 , 还 有 一 个 SRAM 
钛 。 进 一 步 以 制备 型 聚焦 聚 丙烯 酰 氟 电 泳 分 离 纯化 A-1 Milano, 并 对 它 的 氨 基 酸 组 成 


$.70 me 


=a 
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+ T 0 TY T 
正常 ' DYV D. M. 0.G. 正常 D M 


20 正常 和 D RRMA apoA-I fi HDL 的 等 电 聚焦 电 泳 图 (pH4.6 一 pH6.0) 
T 代表 以 0.1%(W/V)B REZ 
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(HTH, 发 现 现 apo a- Milano 比 正常 的 多 一 个 半 胱 氛 酸 , 少 一 个 精 氢 酸 , 其 余 氨 基 酸 
无 差异 。 说 明 apoA-I Milano 的 分 子 中 的 一 个 精 氮 酸 被 半 胱 氨 酸 所 代替 。 为 了 进一步 
确定 置换 的 位 置 , 对 apo A- T Milano CNBr 片段 4 的 序列 进行 了 分 析 :发现 正 常 apo A- 
TAY 173 位 上 的 精 氮 酸 被 半 胱 氛 酸 所 取代 。 当 用 -和 综 基 两 醇 -Sepharose 6 BE 析 柱 分 析 
正常 A-I 和 D.M 及 D.G.A-ICys 的 含量 时 ,发 现 两 者 在 分 子 中 的 含量 分 别 A 16.1% 
和 25.7%, Weisgraber 等 认为 不 同 的 A- 工 Milano SAAR BW IER apoA-I, 对 apo 
A- 工 的 遗传 .控制 和 代谢 提出 了 一 系列 贷 有 兴趣 的 问题 ,apo A-T fl apo A-T Cys 之 间 
的 差异 值得 进一步 研究 。 

apo A-T Be ys Ei apoA-I Milano 以 外 ,还 有 apo A-I Marburg 和 apoA-I 
Giessen!) pJ 7% apoA-[ Minster 1-3!'°7] Miinster-3 变异 型 在 等 电 Be EE Bk CELE 
”正常 的 多 一 个 阳 电 荷 , 这 一 变异 型 与 正常 apoA- AHAN RE 性 和 分 子 量 。 目 前 有 三 
个 不 同 的 家 族 有 apo A- Miinster 3 型 。 为 了解 这 些 变异 型 的 分 子 基础 ,Menzel 等 " 
分 析 了 这 些 变异 型 的 部 分 肽 链 的 氮 基 酸 序 列 , 发 现 家 族 A 的 不 正常 区 发 生 在 一 个 小 的 CB， 
片段 (氨基 残 基 87 一 112), 与 正常 者 不 同 , 氛 基 酸 残 基 103 正常 的 天 冬 氛 酸 被 天 冬 酰 腕 所 
KF, Rik BME CB-1 肽 段 的 第 4 位 上 的 Proline 被 Arginine 取代 , 家 族 C 的 变异 又 发 
生 在 另 一 个 区 域 ,Proline 被 Histidine 取代 。 这 三 个 毛 基 残 基 的 取代 都 可 以 解释 为 在 等 
电 聚 焦 电 泳 上 往 阴 极 移动 了 一 个 电位 。 但 家 族 A 没 有 表现 出 有 缺损 性 高 脂 重 白 血 症 (dys- 
lipoproteiremia), & 族 血 清 中 的 胆固醇 酯 比 正 常 的 为 少 。Menzel | 
等 称 这 三 种 Minster as A A apoA-I Miinster-3 W apoA-[ | 
(Asp,,,Asn), apoA- [ (Pro,—Arg) apo A- J (Pro,—His)!'°*! ! 

Miinster-3, 天 冬 氨 酸 一 天 冬 酰 胺 似乎 不 影响 脂 质 代谢 。 天 冬 ， 
酰胺 在 103 位 ,该 位 置 预 计 是 x 螺旋 所 在 。 由 于 天 冬 氮 酸 和 天 冬 
酰胺 都 有 极 性 旁 链 ,这 种 取代 可 能 不 致 影响 疏水 和 亲 水 间 的 性 
质 。w 螺旋 对 apoA- I 与 脂 质 反应 是 十 分 重要 的 。 

关于 apo A- 工 多 态 性 与 功能 的 关系 , 即 对 LCAT 的 激活 作用 © 
目前 研究 尚 不 多 。 新 近 我 组 发 现 鸭 血 清 apoA- 工 在 PAGIF 上 有 
七 条 明显 的 带 , 其 中 较 酸性 的 一 条 与 LCAT 可 能 结合 成 为 一 复合 
fk(apoA-I, LCAT)(j 21), 这 对 不 同等 电 点 的 apoA- I 功能 
的 关系 的 研究 将 很 有 意义 。 

(2) 载 脂 蛋白 王 的 多 态 性 

apoE 是 Cm 残 体 ,VLDL 和 含 apoE 的 HDL 的 组 成 部 分 ( 
22), 299 个 毛 基 残 基 , 分子量 34,000 左右 。Rall 等 1982 年 
已 测 出 其 全 部 氛 基 酸 的 序列 (图 23 )0%9]。 该 载 脂 蛋 白 含 有 较 大 量 
的 精 氮 酸 ,32 个 , 占 11%。 其 他 载 脂 蛋白 只 含 1.3 一 6.5% ,apoA- 
IWAGHAR. Isp apoE 分 子 中 还 含有 12 SRAM, ORES 
基 酸 的 含量 达 18.1%。 因 此 apoE 的 等 电 点 较 高 , Arg 在 apoE 与 
细胞 膜 上 的 apoE 和 apo B,E 受 体 的 结合 有 极 重要 的 作用 。 上 “了 的 村 集 电 AGE) 
面 已 经 谈 到 ,如 果 Arg 被 一 种 中 性 氨基 酸 所 取代 ,不 仅 表现 在 pai 


1. HERA; 2. LCAT; 
apoE 的 理 化 性 质 的 改变 ,而 且 在 功能 上 , 即 与 细胞 膜 的 受 体 结合 ”3. as ore ne 
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图 22 apo 也 在 不 同 脂 蛋白 中 的 分 布 与 血清 主要 脂 蛋白 的 载 脂 蛋白 组 分 
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图 23 Aapok H—-RAW 


be em AT a | 


{PRADA EAE LOY, 这 些 情况 都 在 缺损 TL ee se 


性 B- 脂 蛋白 和 亚 型 高 脂 蛋白 血 症 的 患者 血清 中 aa ee , 
得 到 证 实 0231。 ie he ae 
此 外 apoE SAH—/MEMRM. HMM Efe 
六 个 基因 a # Hh (CAA,CGG,CGA,CGU 和 x 
CGC) #= 4+ HBS 4H 氨 酸 的 密码 (UGU -) = = Gee! 
和 UGC) 仅 差 一 个 碱 基 ,这 种 情况 给 apoE 的 突 
变 带 来 方便 ,形成 多 种 异 构 体 的 可 能 性 是 不 难 + 
理解 的 。 卜 2/2 E3/3 E4/4 


目前 已 知 apoE 有 三 种 主要 的 异 构 体 是 遗 | MEH OO 让 
传 决定 的 be-ae、 称 为 apoE 2.apoE3 和 我 ME Ce Ce A 
apoE 4, 因 此 可 以 形成 三 种 纯 合 子 : apoE 2/2， “BE 8 Cre Ag Mg 
apoE 3/3,apo-E 4/4, 和 三 种 杂 合子 :apoE 3/2， 图 24 纯 合子 apoE 2, 卫 3, 卫 4 的 工 AGTTE 
apoE 3/4 和 apoE 4/2。 根 据 氨基 酸 序 列 的 分 Coan cases 
析 , 这 些 纯 合 子 的 差别 主要 表现 在 分 子 中 氨基 
酸 残 基 112 和 158 位 上 精 毛 酸 和 半 胱 气 酸 的 交换 [3( 图 24)。 

不 同 作者 对 apoE 的 表 型 在 人 群 中 进行 了 调查 , 见 下 表 3 。 


. %3 人群 中 不 同 apoE 表 型 的 分 布 1 
表 型 .Utermann 等 Zannis 等 Havel Ghiselli$ Wardell Menzel 等 作者 等 


% % % % % % % 

E 4/4 > 3 2 3 4 1 2 if 

E 3/3 _, i 49 55 55 51 63 78.9 
E 2/2 1 0 1 0 1 1 一 

E 4/3 24 15 26 22 25 20 9.5 

.Ba/2>: 0 3 3 0 1 3 1.1 

E 3/2 13 > 12 19 20 11 9.5 

PARK 490 61 82 74 426 1000 


此 表 其 他 国外 作者 摘自 参考 文献 L[113]。 


E 3/3 最 常见 ,平均 为 55.3% ,E 2/2 AWM 4 0.67%, E4/3,E 3/2 RE 4/24} 
ANA) 22% 17.6%70 1.7%。 最 近 王 克勤 \ 解 用 虹 和 何 锦 鹿 对 部 分 中 青年 人 亦 进行 了 
apoE 表 型 分 布 的 调查 ,结果 与 其 他 作者 基本 上 相同 。 以 王 3/3 最 多 ,了 E 4/3 次 之 ,E 4/4 和 
E 3/2,E 4/2 很 少 ,E 2/2 无 (图 25)。 但 E3/3 的 分 布 比 西方 国家 人 群 者 显著 为 高 。 

Zannis 和 Breslow!" 根据 这 种 情况 提出 :apo E 3/3 是 apoE 的 母体 ,而 其 它 表 型 是 
apoE 3/3 的 变异 型 ,这 些 不 同 的 表 型 主要 由 于 其 一 级 结构 的 不 同 , 即 其 中 精 氨 酸 和 半 胱 氨 
酸 、 特 别 是 在 110 到 162 序列 之 间 所 含 精 氨 酸 和 半 胱 酸 的 置换 (图 23,24)apoE 4 比 apoE3 
多 一 个 精 氨 酸 , 即 在 112 位 上 的 半 胱 氨 酸 由 精 氨 BR ATA K, apoE 2 则 比 apoE 3 少 一 个 精 
氛 酸 (158 位 上 的 精 氮 酸 被 半 胱 氨 酸 置换 )。 这 些 一 级 结构 的 差异 完全 可 以 说 明 这 些 表 型 
在 PAGIF 电泳 上 图 谱 的 差异 :E4 比 王 3 高 一 个 电荷 ; 正 2 则 比 王 3 低 一 个 电荷 。 

这 些 多 态 型 在 功能 上 表现 明显 的 不 同 。 以 apoE 能 与 :2sI apoB 与 纤维 母 细 胞 结合 衣 
竞争 能 力 来 表达 apoE 与 受 体 结合 的 活性 ,发 现 apoE 2 上 158 位 上 的 精 氨 酸 被 半 胱 氨 酸 
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图 25 我 国人 血清 VLDL SHRERKAASAMM IER 
t. B43 2... 3/33 3/2 


所 取代 对 其 与 脂 蛋白 受 体 的 结合 能 力 产 生 了 巨大 影响 02。 从 图 26 可 以 看 出 apoE 3 和 
apoE 4 可 以 有 效 地 与 :25I 标记 LDL 与 纤维 母 细 胞 膜 上 apoB、E 受 体 结合 能 力 相 竞争 。 膜 
上 的 :2sI LDL 几乎 全 部 被 apoE 3 或 apoE 4 所 代替 ,而 apoE 2 则 只 能 取 代 40% 左 右 ( 从 
亚 型 高 脂 蛋 白 血 症 患者 得 到 的 )。 因 此 说 明 158 位 上 的 Arg 在 功能 上 是 十 分 重要 的 。158 
位 上 有 一 个 正 电荷 与 受 体 的 结合 十 分 重要 的 概念 ,还 可 从 其 他 实验 结果 得 到 支持 。 当 以 
PSE ZH apoE 肽 链 中 的 半 胱 氨 酸 转变 为 精 氨 酸 的 类 似 物 时 ,这 样 就 增加 了 一 个 正 电 
荷 。 从 图 27 可 以 看 到 B 一 基 乙 胺 处 理 对 apoE 3 没有 什么 影响 , 而 对 apoE 2 的 处 理 则 使 


其 在 结合 竞争 能 力 上 有 很 大 的 增加 。 说 明 112 位 上 的 精 氨 酸 或 正 电 荷 不 是 结合 活性 的 关 : 


键 , 而 158 位 上 的 精 氨 酸 或 增加 一 个 正 电 荷 是 关键 。 
此 后 Schneider 等 和 Rall 等 2 将 这 一 处 理 方法 用 到 更 多 的 下 型 高 脂 蛋白 血 症 的 
患者 ,发 现 情况 则 变 得 比较 复杂 。 不 同 来 源 的 亚 型 的 apoE 2 的 结合 活性 有 明显 的 差异 ， 


”他 们 后 来 显示 apoE 2 在 结合 能 力 的 不 均一 性 是 由 于 这 些 患 者 的 apoE AH LAMAR, 


这 些 患者 (D.R.,J.T. 和 W.M. ) 都 是 apoE 2 的 纯 合 子 , 每 mol 的 apoE2 都 有 二 个 半 胱 氨 
酸 , 但 D.R. 的 apoE 对 受 体 结合 能 力 非 常 差 ,而 W.M. 的 apoE 2 则 具有 相当 多 的 结合 
力 , 虽 然 未 达到 正常 apoE fy KW I.T. 71 W.M.apoE 一 个 肽 片段 的 氨基 酸 序列 分 析 ， 
发 现 双 .M. 的 apoE 某 段 序列 含有 二 个 半 HRB R 基 , 一 个 在 112 位 , 另 一 个 在 新 的 位 
置 145 位 上 ,而 在 此 位 置 上 D.R. 的 apoE 和 apoE3 都 是 精 氨 酸 ,因此 发 现 了 一 例 新 的 
apoE2 的 等 位 基因 (参阅 图 28 )。 

除 以 上 一 些 apoE 的 多 态 性 以 外 ,新 近 Rall 等 :29 运用 等 电 聚 焦 电 泳 ,比较 以 B HE 
乙 胺 修饰 后 或 以 唾液 酸 背 酶 水 解 后 apoE 在 PAGIF 电泳 图 上 的 变化 ,测定 apoE 部 分 活 
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zE # 7 : 村 
| | 5 
Cys Arg Arg ~ 
sis Arg iy 
€2 
D.R i ; a 
Cys Arg Cys 
te Arg Cys 
| €2 
wes. 7 | 2! eal 
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vit Cys 4 
| eee SS e2* 
oe M i Ten Conn ee. 2 
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: 图 28 正常 与 不 同类 型 的 apo 也 2/2 的 肽 片段 氨基 酸 的 比较 


。 性 片段 氨基 酸 的 序列 并 与 apoE 3/3 比较 ,再 鉴定 其 与 “IILDL 与 受 体 结合 的 竞争 能 力 等 
方法 ,又 发 现 两 例 新 的 表 型 ,一 例 为 下 型 高 脂 蛋 白 血 症 患 者 血清 apoE 的 多 态 型 ,该 apoE 
给 另 一 种 apoE 2 型 ,分 子 中 的 146 位 上 的 赖 毛 酸 由 谷 氯 酰胺 取代 ,112 位 上 的 仍 为 半 胱 


RRR. Abt tilt 之 A apoE2(Lys,,,>Gln), tte SPW SKA AED AA E 3/3 


的 35 一 40% 。 另 一 例 为 高 甘油 三 酯 的 患者 ,其 apoE 分 子 中 的 127 位 上 的 H 氨 酸 被 天 冬 


，。 氨 酸 所 代替 ,158 位 上 的 精 氨 酸 则 被 半 胱 氛 酸 所 代替 ,由 于 它 只 含 一 个 半 胱 氨 酸 ,是 由 另 
一 等 位 基因 产生 的 异 构 体 , 称 之 为 EB1 (Gly 12, Asp, A Argise~>Cys)。 它 的 受 体 结合 能 力 


很 低 , 只 有 卫 3 的 4% 左 右 ”)。 
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用 以 上 方法 来 研究 apoE 的 多 态 性 目前 已 发 现 apoE 的 多 态 型 有 九 种 之 多 , 除 原 KH 
Fh E 2/2,E 3/3, E 4/4,E 3/2,E 3/4 M1 E 4/2 dp, We MX 34 In TF E 2 (Lys,,,>Gin), 
E 2(Arg,,;>Cys) #1 E1(Gly,,,>Asp, Arg,,,>Cys) = #14 Ad, 

(3) 从 基因 水 平 研究 载 脂 蛋 白 的 生物 合成 和 多 态 性 

将 分 子 生 物 学 应 用 于 载 脂 和 蛋白 的 生物 合成 和 多 态 性 还 是 近 几 年 的 新 事物 。Chan 和 
Jackson0 等 是 最 早 研 究 禽 类 VLDL 的 mRNA 的 合成 的 ,他 们 作 了 一 系列 的 工 


作 [ … ”。 由 于 人 的 一 些 载 脂 蛋 白 的 一 级 结构 已 经 弄 清 ,因此 有 可 能 研究 哺乳 动物 的 


apoA- J ffl apoE 的 基因 表达 和 调控 。MahleyD02 实 验 室 和 其 他 一 些 实验 室 近 两 年 来 开 


始 研 究 大 鼠 apoE 的 mRNA 的 调控 和 cDNA 克隆 。 新 近 又 研究 人 apoEmRNA cDNA 的 


克隆 和 核 背 酸 的 序列 ,发 现 一 新 的 多 态 型 029。 他 们 测定 了 人 肝 apoE 的 mRNA 的 全 部 - 
核 音 酸 的 序列 。 分 析 最 长 的 CDNA 显示 mRNA 有 1,157 核 音 酸 ,其 中 包括 四 个 区 域 : 
(1) 不 转录 区 含 5 端的 61 个 核 音 酸 ;(2) 信号 肽 区 有 18 个 氨基 酸 ;(3) 成 熟 的 蛋白 
区 ,相当 于 apoE 的 299 氨基 酸 ;(4) 37 MAHER 142 核 苷 酸 。 从 两 种 cDNA 推断 出 ， 


的 氨基 酸 序列 相同 。 与 过 去 Weisgraber 报道 的 apoE 3 相符 。 但 第 三 种 cDNA 与 其 他 两 
种 cDNA 在 五 个 核 昔 酸 的 位 置 不 同 。 其 中 三 个 不 同位 置 发 生 在 氨基 酸 密码 子 (Codons ) 
的 第 三 个 核 背 酸 ,结果 引起 氨基 酸 残 基 Val,,,Ser,., 和 Gln.y, 的 置换 , 而 另 两 个 变异 的 核 
+R KAZE Codon 的 第 一 个 核 苷 酸 的 位 置 , 引 起 了 编码 氨基 酸 的 变化 。 在 有 变异 的 序 
列 中 ,99 位 上 正常 的 氨基 酸 残 基 丙 氨 酸 被 苏 所 酸 所 代替 。152 位 上 的 丙 A RUDRA 
所 代替 。 因 此 他 们 认为 人 肝 中 的 © 3 遗传 表 型 (genotype) 是 杂 合子 的 。 这 一 变异 型 的 


cDNA 虽然 导致 氨基 酸 的 置换 ,但 是 由 于 置换 是 中 性 氨基 酸 对 中 性 氨基 酸 ( 即 Ala,,—>Thr 


和 Ala,,.>Pro), Ae —fR HIT apoE 表 型 分 类 的 聚焦 电泳 方法 不 可 能 检 出 这 种 变化 。 由 
FER 140—160 MERRIER apoE 与 受 体 结合 的 重要 区 。 且 氛 酸 取 代 了 152 位 上 
的 丙 所 酸 的 变异 型 可 能 引起 与 受 体 结 合 功能 上 的 变化 ,因此 这 种 变 异 型 在 临床 上 有 其 重 


要 意义 。 


高 脂 蛋 白 血 症 是 冠 心病 的 主要 危险 因素 ,在 欧美 等 国 的 卫生 机 构 和 医 学 院 校 不 惜 资 


金 大 力 开展 脂 蛋 白 和 载 脂 蛋白 的 结构 ,功能 与 代谢 及 其 与 动脉 粥 样 硬化 的 关系 的 研究 。 这 
些 投资 在 近 十 余年 中 已 获得 了 丰硕 成 果 , 使 脂 蛋 白 和 载 脂 蛋白 的 研究 有 了 飞速 的 进展 。 目 
前 不 仅 能 分 离 提纯 不 同 密度 的 脂 蛋白 的 亚 类 ,而 且 还 可 分 离 不 同 功能 的 亚 类 ,这 对 载 脂 蛋 
白 的 结构 和 功能 及 其 在 各 种 脂 蛋白 之 间 的 相互 交换 创造 了 良好 条 件 , 估计 邹 后 将 会 发 现 
更 多 功能 上 不 同 的 亚 类 。 

载 脂 蛋白 是 目前 研究 脂 蛋白 的 焦点 ,不 仅 在 数量 上 有 很 大 增加 ,对 其 结构 和 功能 亦 刚 
较 深入 广泛 的 了 解 。 特 别 是 近年 将 研究 蛋白 质 ,核酸 基因 工程 . 单 克隆 抗体 及 受 体 等 先 
进 技术 和 方法 应 用 到 载 脂 蛋 白 ,使 载 脂 蛋 白 的 研究 提高 到 一 个 新 的 水 平 ,可 从 细胞 水 平 、 
分 子 水 平和 基因 水 平 来 探讨 其 基因 多 态 性 与 遗传 性 疾病 的 发 病 机 理 。 特 别 是 近年 对 一 些 
家 族 性 高 脂 蛋白 血 症 的 发 病 的 分 子 基础 得 到 了 靖 明 ,有 些 作者 还 提 出 了 “ 载 脂 蛋 白 分 子 
病 ? 的 观点 。 这 些 成 果 不 仅 在 理论 上 有 重要 意义 ,在 实际 应 用 中 亦 很 有 价值 ,将 对 动脉 粥 
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料 硬 化 的 发 病 机 理 的 阐明 有 所 突破 ,从 而 对 冠 心病 的 诊断 和 防治 提供 新 的 途径 和 措施 。 
由 载 脂 蛋白 、 磷 脂 和 胆固醇 相互 反应 而 形成 的 蛋白 脂 质 体 的 研究 目前 尚 是 一 块 处 女 
地 , 它 的 研究 将 为 脂 蛋白 和 载 脂 蛋白 的 研究 开辟 一 个 新 的 领域 。 可 以 想象 ,如 果 能 制备 一 
些 具 有 特异 识别 功能 的 蛋白 脂 质 体 , 它 将 成 为 一 种 “生物 导弹 ”, 有 目的 地 治疗 一 些 目前 尚 
无 有 效 办 法 来 治疗 的 一 些 疾病 ,如 象 遗传 性 疾病 和 恶性 肿瘤 等 , 它 还 可 降低 药物 的 使 用 量 
和 副作用 ,增加 疗效 。 它 的 潜力 是 十 分 巨大 的 ， scsi delillandilnad R 远 见 的 有 志 之 士 去 开 
拓 , 前 景 是 十 分 广阔 的 ! 
基因 工程 和 单 克 隆 cDNA 等 技术 在 脂 重 白 中 的 应 用 还 是 近 几 年 的 新 事 ,在 载 脂 蛋 白 、 
的 生物 合成 和 调控 以 及 在 载 脂 蛋白 多 态 性 的 研究 中 已 显示 出 它 的 威力 , 即 可 发 现 现 有 分 
型 方法 不 易 解 决 的 基因 多 态 型 ,还 可 了 解 载 脂 蛋 白 的 代谢 合成 .分泌 和 加 工 的 全 过 程 及 其 
调控 机 理 。 这 些 研 究 目前 虽 刚 刚 开始 ,但 受到 一 些 实验 室 的 关注 ,做 出 了 可 喜 的 成 绩 , 其 前 
途 是 十 分 广阔 的 ,估计 不 久 的 将 来 会 有 飞跃 的 发 展 。 
总 之 , 脂 蛋白 和 载 脂 蛋 白 的 研究 愈 来 愈 深入 ,它们 的 应 用 范围 也 盒 来 愈 广泛 ,预计 今 


后 十 年 将 会 涌现 更 丰硕 的 成 果 和 更 有 意义 的 发 现 ,这 将 在 理论 上 对 动脉 绅 样 硬化 的 发 病 
” 机 理 的 曾 明 提供 理论 依据 ,在 实际 应 用 上 对 冠 心病 的 诊断 提供 新 的 方法 ,从 而 对 其 预防 和 


治疗 提出 新 的 途径 和 更 有 效 的 措施 。 
Hise 1 血清 载 脂 蛋 白 的 某 些 性 质 及 其 分 布 
载 脂 蛋 白 | > fF | = Br PR | 分 布 
Al dias cl 28,300 上 .52,5.65( 主 要 )，5.36,5.40,5.85( 次 要 )| HDL(60%) REL (7%) 

An | 7,4o0( 双 京 人 | 5.05 | HDL (259%) KES (4%) 

AW ‘anf 46,000 | 5.5( 主 要 ) Chylos(7%) | 

Bu oh Sag 264,000 | 3.90,4. 75,5.27,5.60 | 小肠 的 淋巴 液 (2096) 

Broo no ? | 3.90,4. 758 5.27,5.60 | VEDIC 060% %) 

Ci “7 ian | 一 7 | Hem UAVEDLAY 
oe ; KER d4%), VLDL(7— 
er | 880 | | 4.86( 主 要 ),4.69( 次 要 ) {0% HDLO—39%) 

ig KEL (34%) VLDLG5— 
Cu / | 9200-9, ,100 | 5.02.4, 4.82,4.62 | 40%) HDL3—3%) 

D | 19,000—26,000 | ~4.83( 主 要 ) | HDL(<4%) 

E | 33,000 一 39,000 | 6.02,5.89,5.78,5. 64( 主 要 )>10( 次 要 )| DLDL(13%) HDL(<2%) 

F | 26， 000 一 32， 000 [a7 3.7 | HDL( 次 要 ) 

a ， | _72,000 | | HDL( 次 要 ) 
VTS a RoR COVEDL(%) Tie 
_B- 业 委身， | 40,000—45,000 | gh el 

HLA-A9 | 86, ,000 | HDL( 次 要 ) 
Lp(a) 多 时 | 一 200， 000 | | Lpa(12%) 
_ 彤 氨 酸 丰富 蛋白 | 7, 000 | 6.4 | 淋巴 液 (次 要 ) 
PER ik | 40, 000; 10, 000 | 6.0,6.5 HDL Ge) 


as sd : | HDL | 
ell | | wet 
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(中 国医 学 科学 院 基 础 医学 研究 所 ) 
。 一、 肿瘤 酶 和 同 工 酶 活性 变化 的 特点 二 、 癌 基因 与 肿瘤 基因 表 型 的 变化 
1。 酶 与 代谢 的 不 平衡 三 、 基 因 调 擦 与 癌变 原理 


2。 胚 胎 型 酶 与 同 工 酶 的 基因 表达 


” 瘤 细 胞 的 生物 学 符 性 ,如 无 限制 增殖 、 分 化 不 良 , 浸 润 周围 组 织 和 转移 等 ,是 致癌 因素 
， 《化 学 致癌 物 ,病毒 ,辐射 等 ) 引 起 丢 细 胞 基因 表达 调控 异常 的 结果 。 基 因 调 控 异 常 表现 为 
蛋 自 质 生物 合成 的 错乱 ,产生 异常 的 酶 和 同 工 酶 谱 以 及 胚胎 性 抗原 和 异 位 性 蛋白 质 、 激 素 
等 。 其 中 以 酶 和 同 工 酶 的 变化 最 为 重要 。 在 正常 情况 下 , 酶 活 性 受 激素 和 营养 等 因素 的 


。 调节 和 控制; 酶 在 细胞 内 有 一 定 的 组 织 和 定位 ;有 些 酶 具有 一 定 的 组 织 器 官 特异 性 以 行使 组 


织 器 官 的 特殊 功能 。 酶 具有 多 种 分 子 形式 ( 同 工 酶 ), 各 种 同 工 酶 也 有 其 组 织 特异 性 和 特 
异 的 生理 功能 。 在 肿瘤 及 细胞 癌变 过 程 中 , 酶 和 同 工 酶 发 生 有 次 序 和 规律 性 的 改变 ,这 些 


改变 可 能 是 由 于 酶 基因 转录 水 平 的 调控 异常 ,因而 癌 的 发 生 与 某 些 酶 基 因 的 调控 异常 有 
， 关 。 近 年 来 的 研究 表明 , 癌 基 因 可 能 通过 其 表达 产物 转化 蛋白 直接 或 间 接 引 起 某 些 蛋 白 


” 质 (包括 酶 和 同 工 酶 ) 的 基因 表达 调控 异常 ,从 而 引起 细胞 癌变 ,而 肿瘤 中 癌 基 因 的 激活 和 
表达 又 可 能 是 通过 冶 基 因 的 调控 如 基因 的 位 移 , 基 因 促进 子 的 插入 等 机 制 , 因 而 可 以 认为 


基因 调控 是 癌变 原理 研究 中 的 一 个 中 心 问题 ,在 肿瘤 防治 研究 中 具有 重 要 的 理论 和 实际 | 


意义 。 


一 、 肿 瘤 酶 和 同 工 酶 活性 变化 的 特点 


一 般 说 来 ,在 肿瘤 及 癌变 过 程 中 ,与 细胞 功能 分 化 有 关 的 组 织 特异 酶 或 同 工 酶 的 活性 
降低 或 消失 (去 分 化 ), 同时 与 细胞 增殖 有 关 的 酶 和 同 工 酶 活性 升 高 ; 某 些 成 年 型 同 工 酶 活 


。” 性 降低 或 消失 ,同时 出 现 胚胎 型 同 工 酶 和 胚胎 型 抗原 ( 返 分 化 ); 甚 至 出 现 异 位 性 酶 , 激 


素 和 多 肽 物质 (异常 分 化 ) 而 一 些 与 维持 细胞 基本 功能 必需 的 酶 和 结构 蛋白 质 则 变化 不 
1. 酶 与 代谢 的 不 平衡 

Weber 等 "以 不 同 生长 速度 和 分 化 程度 的 Morris iF BAKE, RM 与 合成 代谢 有 关 
的 酶 活性 及 分 解 代 谢 有 关 的 酶 活性 的 变化 呈 相反 关系 。 在 核酸 代谢 中 ,与 味 吟 、 喀 喧 、 
RNA 、DNA 合成 有 关 的 酶 活性 都 较 正常 肝 高 ;相反 ,与 核 苷 及 核 背 酸 分 解 有 关 的 酶 活性 则 
降低 。 在 蛋白 质 代谢 中 ,蛋白质 生物 合成 ( 毛 基 酸 参 入 ) 的 活性 升 高 ,而 氛 基 酸 分 解 酶 的 活 
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性 则 降低 。 在 糖 代谢 中 , 糖 酵 解 (葡萄 糖分 解 ) 的 酶 活性 升 高 , 糖 异 生 ( 葡 萄 糖 合成 ) 的 酶 活 
性 降低 。 上 述 酶 活性 的 变化 与 肝癌 生长 速度 和 分 化 程度 有 一 定 的 相关 关系 ,生长 快 . 分 化 
差 的 肝癌 的 变化 程度 最 大 ,而 某 些 所 谓 “ 最 小 偏差 ?肝癌 的 酶 谱 接近 正常 。 

肿瘤 酶 与 代谢 的 不 平衡 ,还 表现 在 细胞 增殖 与 分 化 的 有 关 酶 系 的 变 化 方面 。 在 化 学 
Se ESP, 与 细胞 增殖 有 关 的 酶 活性 升 高 ,同时 与 功能 分 化 有 关 的 组 织 特 异 酶 活性 降低 
( 表 1)”)。 在 二 乙 基 亚 硝 胺 (DENA ) 诱 发 大 鼠 肝 癌 过 程 中 ,尿素 合成 酶 A 甲 酰 磷酸 合 
成 酶 I(CPS I ) 和 乌 氢 酸 毛 甲 酰 转 移 酶 (OCT ) 的 活性 降低 ,而 喀 喧 合成 酶 天 冬 氛 酸 氮 甲 酰 
转移 酶 (ACT) 活 性 升 高 ,这 些 变化 与 发 育 过 程 中 这 两 类 酶 活性 的 相互 变化 恰好 相反 ,可 殉 
瘤 变 过 程 是 返 分 化 过 程 。 值 得 注意 的 是 ,ACT/OCT 和 ACT/CPESI 活 性 比值 的 变化 在 
DENA 引 癌 早期 是 可 逆 的 ,可 以 恢复 正常 ,而 在 癌变 期 的 变化 是 不 可 逆 的 ,直至 瘤 的 形成 。 
引 交 早期 的 变化 与 肝 再 生 过 程 相似 , 是 非特 异性 的 , 而 后 期 的 变化 则 可 能 与 癌变 有 关 '…。 
在 乌 氛 酸 代谢 中 ,与 细胞 增殖 有 关 的 乌 氛 酸 脱羧 酶 (多 胺 合成 关键 酶 ) 在 肝癌 及 DENA 诱 
发 肝癌 早期 活性 升 高 ,而 与 尿素 合成 有 关 的 OCT 活性 则 降低 。 糖 异 生 代 谢 主 要 存在 于 肝 
脏 和 肾 皮 质 ,有 一 定 的 组 织 特异 性 ; 糖 酵 解 代谢 产生 ATP, 用 于 蛋白 质 .DNA 合成 ,因而 与 
细胞 的 增殖 有 关 。 肝 癌 中 糖 酵 解 的 关键 酶 活性 升 高 ,同时 糖 异 生 的 关键 酶 活性 降低 ,也 可 
看 作 是 细胞 增殖 与 功能 分 化 的 不 平衡 。 


#1 Perret Ter 中 酶 活性 的 变化 


致癌 过 B | 活 性 升 高 活 性 降低 
3'- 甲 基 胆 蕊 诱发 FLEES 5 REBAR 
AS BURR agen , 3 ERE 
二 KB (磷酸 激活 ) 
3'- 甲 基 奶 油 黄 G-6-p BESS SRR BEB 
诱发 大 鼠 肝 痪 6- BTR 2 AG HERI LBS AE 
it 谷 丙 转 氢 队 
二 肤 梧 酷 氨 酸 转 所 本 
5 EGR BG 
CPHL) 
二 乙 基 亚 硝 胺 天 冬 氨 酸 氨 甲 杖 转移 本 SR AS EBS 
诱发 大 鼠 肝 癌 SS BL 鸟 氨 酸 转氨酶 


PRR nhs I 


HT RER. SAR. ARR Ae SDAA AL Bs. Bee oe He A EE, 
Be s BA fi 2a HOT PR hk TS PER SE Tey. BE PSNR, PAE AY NADPH 和 成 
糖 , 用 于 核酸 及 其 他 代谢 物 的 合成 ;由 于 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 降低 , 同 时 CAMP 磷酸 二 脂 酶 


活性 升 高 ,致使 AMP 水 平 降低 ,而 CAMP 对 细胞 分 裂 有 抑制 作用 。 这 些 变化 的 结果 都 有 : 
利于 癌 细 胞 的 生长 。 细 胞 增殖 与 功能 分 化 的 异常 平衡 将 使 细胞 增殖 旺盛 ,同时 失去 分 化 ， 


使 细胞 趋 于 不 成 熟 , 可 能 是 细胞 癌变 的 重要 因素 。 


2. 厦 胎 型 酶 与 同 工 酶 的 基因 表达 


Greenstein[7 最 先 发 现 肝癌 的 酶 谱 与 胎儿 的 相似 ,首次 提出 恶性 肿瘤 向 胚胎 回复 的 概 
念 。Weber 等 观察 到 一 些 代谢 中 的 关键 酶 在 肝癌 与 发 育 肝 的 变化 是 类似 的 ,例如 正常 
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TAR a EE BE AS BS dS RS, SS. ZEA a 则 降低 到 胎儿 肝 的 
TRIE « HK , — HE ETE Pe EAR A, 2 ET, PE PRK I Bg CMP 
Fee SAE. T MP 激酶 .Y- 谷 氨 酰 转 肽 酶 等 活性 在 肝癌 中 显著 增高 ,达到 胎儿 肝 及 新 生 肝 的 水 
平 。 但 再 生 肝 也 出 现 类 似 的 情况 。Knox( 比较 了 大 鼠 成 年 肝 、 胎 儿 肝 与 移植 性 Morris 肝 
FAS 66 种 酶 ,发 现 胎儿 肝 与 生长 快 的 肝癌 不 仅 缺 少 相同 的 成 年 型 酶 , 疝 且 含 有 同样 的 胎 
儿 型 酶 ;在 慢 速生 长 的 肝癌 中 , 出 现 胎儿 型 酶 的 趋向 较 之 成 年 型 酶 的 丢失 更 为 典型 。 

Schapira’?! 指出 ,肿瘤 组 织 同 工 酶 的 变化 是 逐渐 失去 组 织 特异 型 ,而 代 之 以 胎儿 组 织 
或 其 他 组 织 ( 异 位 性 ) 的 同 工 酶 。 表 2 列举 了 一 些 表 达 胚 胎 型 同 工 酶 的 例子 。- 

胚胎 型 同 工 酶 在 肿瘤 的 表达 是 一 种 普遍 现象 ,有 重要 的 生物 学 意义 ,成 年 型 同 工 酶 与 
组 织 的 特异 代谢 功能 有 关 , 而 胚胎 型 同 工 酶 则 与 细胞 增殖 有 关 , 肿 瘤 中 成 年 型 同 工 酶 减 
少 , 使 细胞 的 特异 功能 降低 ,同时 胚胎 型 同 工 酶 增高 , 使 细胞 增殖 旺盛 , 趋 于 不 成 熟 状态 。 
再 者 , 受 激素 .营养 因素 调控 的 同 工 酶 如 糖 酵 解 同 工 酶 ,在 肿瘤 中 往往 被 不 易 受 这 些 因素 
调控 的 同 工 酶 取代 , 因而 有 利于 肿瘤 不 受 机 体 控制 的 生长 "”…。 同 工 酶 的 改变 对 细胞 代谢 
途径 也 有 影响 ,例如 CPS I 是 肝脏 尿素 合成 的 关键 酶 ,CPSI 是 喀 啶 合成 的 关键 酶 ,肝癌 中 
CPST 减少 ,CPSI 增 多 ,使 尿素 合成 与 喀 啶 合成 代谢 失去 正常 平衡 ,以 致 肝癌 的 核酸 合成 
旺盛 。 | 


eee 


表 2 ”肿瘤 中 表达 胚胎 型 同 工 酶 的 例子 


只 


REARS a ene eee 
丙酮 酸 激酶 PRE RAT aS 
: 糖 原 磷酸 化 栈 DNA 聚合 酶 
己 糖 激酶 dCMP 脱 氨 酶 
o- 甘 油 磷酸 脱 氢 梅 氨基 葡 葡 糖 -6- 磷 酸 合成 酶 
醇 脱 氢 覆 核糖 核 苷 酸 还 原 酶 
支 链 氨 基 酸 转氨酶 碱 性 磷酸 酶 
谷 氨 酰胺 酶 Y- 谷 氨 酰 转 肽 酶 
鸟 氨 酸 脱羧 酶 谷 胱 昔 肽 -5- 转 移 酶 
tRNA 甲 基 化 栈 SC 
纤维 蛋白酶 原 激活 因子 


_ 


有 些 肿瘤 还 出 现 其 来 源 组 织 以 外 的 同 工 酶 , 即 异 位 性 同 工 酶 , 例 如 磷酸 果糖 激酶 . 肌 
酸 激酶 。 也 有 的 酶 如 尿酸 酶 ,其 活性 在 肝癌 中 降低 ,但 在 再 生 肝 及 胎 儿 肝 并 不 降低 和 1。 这 
些 都 说 明 瘤 瘤 中 基因 表 型 的 改变 是 由 于 基因 组 的 表达 发 生 了 紊乱 ,因此 癌 的 发 生 不 能 简 
单 地 认为 是 去 分 化 或 返 分 化 的 问题 。 

在 了 解 肿瘤 酶 的 变化 与 细胞 癌变 关系 时 ,有 必要 了 解 肿瘤 酶 变化 的 生化 机 制 . 除 了 某 
些 次 级 同 工 酶 如 7GT 和 芳香 酰胺 酶 的 糖 基部 分 在 肿瘤 有 所 改变 外 ,尚未 发 现 与 正常 不 同 
的 酶 和 同 工 酶 。 动 力学 和 免疫 学 实验 证 明 , 肿 瘤 酶 和 同 工 酶 的 变化 主要 是 由 于 酶 蛋白 量 
的 变化 。 体 内 及 体外 实验 证 明 ,肝癌 及 喂 DENA 大 鼠 肝 CPS I 活 性 的 降低 与 酶 生物 合成 
速度 的 降低 是 相关 的 ,肝癌 中 CPS I 合成 的 改变 与 育 核 糖 体 所 含 可 翻译 的 酶 MRNA 的 
RAK DNA 分 子 杂交 实验 证 明 ,肝癌 中 OCT 及 CPS I 活 性 的 降低 与 其 相应 的 
mRNA 含量 的 下 降 有 关 情 ,说 明 肿瘤 中 酶 活性 的 变化 可 能 发 生 在 转 录 水 平 。 但 是 酶 
和 同 工 酶 水 平 的 变化 不 仅 受 酶 合成 的 影响 , 亿 受 酶 降解 的 影响 ,肿瘤 酶 和 同 工 酶 的 变化 可 
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能 同时 存在 着 合成 与 降解 的 调控 问题 。 例 如 LDH Hh A,B 亚 基 组 成 ,在 心脏 主 ES BW 
基 ， 经 证 明 By 的 合成 速度 大 于 A,, 而 降解 速度 较 慢 5"。 另外 ,肿瘤 酶 活性 的 变化 也 可 能 
发 生 在 转译 水 平 。 例 如 肝癌 中 一 些 与 DNA 合成 有 关 的 酶 如 dCMP 脱 氛 酶 .TMP 激酶 \ 核 
PTR 还 原 酶 .胸腺 旷 啶 核 苷 激酶 等 的 表达 增高 ,对 转 录 抑制 物 不 敏感 ;相反 ,一 些 肝 
组 织 特异 酶 如 色 氢 酸 吡咯 酶 . 苏 氨 酸 去 水 酶 . 酷 氨 酸 转 氨 酶 等 在 肝癌 的 表达 降低 ,对 转译 
抑制 剂 比 对 转录 抑制 剂 更 为 敏感 。 表 明 癌 变 时 这 类 酶 mRNA 变 得 更 不 稳定 ,以 致 转译 的 
效果 降 低 , 甚 至 停止 ,同时 无 转译 活性 mRNA 的 堆 集 可 引起 对 转录 的 反馈 抑制 2。 


二 、 瘤 基因 与 肿瘤 基因 表 型 的 变化 


肿瘤 酶 活性 及 其 他 基因 表 型 的 变化 似 有 一 定 的 规律 性 和 特 异 性 ,尽管 一 些 正常 增生 


组 织 如 再 生 肝 也 有 与 肿瘤 相似 的 基因 表 型 的 变化 ,但 它们 是 可 逆 的 ,可 以 恢复 正常 ,而 肿 ， 


瘤 组 织 的 变化 是 不 可 逆 的 。 肝 再 生 时 出 现 返 分 化 ,但 可 以 再 分 化 ,而 肿 瘤 则 部 分 或 全 部 失 ; 
去 自行 再 分 化 的 能 力 ,以 致 无 限制 生长 。 因 而 提出 问题 ,肿瘤 特异 基因 表 型 的 变化 是 什么 
原因 引起 的 ,是 否 与 瘤 基因 的 表达 有 关 ? 癌 基因 产物 转化 蛋白 ,与 细胞 癌变 有 密切 关系 , 例 
如 对 温度 敏感 的 鸡肉 瘤 病毒 (RSV) 变 异 株 ( 含 src 癌 基 因 ) ,在 允许 温度 (35) 下 生长 ,使 
正常 细胞 转化 , 当 转 到 非 允 许 温 度 (41C), 转 化 细胞 回复 到 正 常 状态 Q9。 经 证 明 癌 基 因 


.产物 pp60“" 是 负责 细胞 转化 的 蛋白 质 。 类 似 实验 证 明 ,p 21 是 大 鼠 肉 瘤 病毒 引起 细胞 转 : 


化 并 维持 其 恶性 表 型 的 转化 蛋白 "…。 化 学 致癌 物 引 起 细胞 癌变 也 有 转化 蛋白 的 产 
4 O97) ACR 20 余 种 瘤 基因 , 因而 有 多 种 转化 蛋白 ,其 性 质 和 细胞 定位 列 于 表 3 。 


#3 瘤 基因 与 转化 蛋白 
iA 转化 蛋白 细胞 同类 物 性 质 与 功能 细胞 定位 


(病毒 基因 产物 ) 
rasH(Harvey， p21v-H-ras p21e-H-ras 苏 氨 酸 蛋白 激酶 活性 细胞 质 膜 
Rasheed,bas GDP/GTP 结合 < 
TP mee 
ras‘ (Kirsten) 1D21>- S20 p2io-*sras 
. ras\(N-ras) p21N-ras D21°7N-ras ; 
sre pp60y-sre pp60°-sr¢ 酷 氨 酸 蛋 白 激 酶 活性 细胞 质 膜 
fes D85gsg-fes poze—tee 亲人 细胞 质 膜 , 细 胸 质 
fps DPI40gag-fps p9Be- fp。 ie) 细胞 质 膜 ,细胞 质 
abl pis(see-abl pray 同 上 细胞 质 膜 
yes P90gag-y 同 上 
ros D68gag- ee a 
fgr p70s*«-fe 
erb-B gposer’-8 45 EGF 受 体 细胞 质 膜 
结构 同 源 

erb-A p75e#e-erb-A 与 碳酸 醋 酶 ， 细胞 质 

结构 相关 
mos p37™ AAR A 细胞 质 

结构 但 无 该 酶 活性 
raf/mht fe] _E. 
ms lal LE 

rel / lb : 
sis p28" 与 了 DGF-B 链 细胞 质 

结构 同 源 
myc PLAOMs- "7° p58e-™ye DNA 结合 细胞 核 
fos p55 = ll E 
myb 同 土 
Ski DNA 结合 lal LE 
Bly n al Eb 


—— MA 3 FTL, — 22H E Ald sre, fes/fps,abi, yes, ros, fer 的 产物 ,位 于 细胞 膜 , AA 
。 氮 酸 蛋 自 激酶 活性 ,其 特点 是 自身 磷酸 化 以 及 使 细胞 蛋白 质 磷酸 化 ,磷酸 化 的 部 位 都 是 在 - 
底 物 蛋白 质 的 栈 氨 酸 残 基 。 许 多 事实 说 明 , 赣 所 酸 蛋 白 激酶 活性 与 细胞 癌变 有 关 : (1) 

RSV 转化 细胞 中 磷酸 栈 氨 酸 含量 较 未 转化 细胞 增加 5 一 10 倍 与 六 1。(2) pp 60 °° 分 子 含 
”有 磷酸 酷 氨 酸 及 磅 酸 丝氨酸 ,点 突变 实验 证 明 , 不 含 磷酸 栈 氨 酸 及 磅 酸 丝氨酸 的 pp60 


仍 具有 酷 氨 酸 蛋白 激酶 活性 及 转化 正常 细胞 能 力 Be?5, 但 如 将 433 位 苏 氨 酸 残 基 换 成 丙 Ws 
氨 酸 , 则 失去 其 蛋白 激酶 和 转化 细胞 的 活性 Cel。(3) YES RPE EE A i 
BB Ye eM RO A255} Ty TAL WR RA RIN PL RY 2 FT i 
A LE TE He BE EO, aE] LIE: pp60"* 如 何 引起 细胞 基因 表 型 的 改变 ,从 而 引起 细 se 


胞 癌变 .Cooper 和 Hunter 等 Cs'291 发 现 转化 细胞 中 多 种 蛋白 质 被 磷酸 化 ,有 些 已 证 明 是 糖 - 
酵 解 酶 如 烯 醇化 酶 .乳酸 脱 氢 酶 、 磷 酸 甘 油 酸 变 位 酶 ,这 是 否 与 肿瘤 糖 酵 解 活性 的 改变 有 
” 关 , 值 得 探讨 。 他 们 还 发 现 转 化 细胞 的 骨架 蛋白 一 -纽带 蛋白 (vinculin ) 被 磷酸 化 Cs0。 

纽带 蛋白 位 于 细胞 膜 的 附着 斑 (adhesion plaque), 后 者 作为 细胞 间 的 联结 点 ,纽带 蛋白 可 - 
使 骨架 的 肌 纤 蛋 白 微 丝 连 到 细胞 膜 上 ,纽带 蛋白 被 磷酸 化 将 使 肌 纤 蛋 和 白 微 丝 与 附着 斑 的 
联结 失去 稳定 性 ,从 而 降低 细胞 间 的 联结 Cs21。 有 趣 的 是 ,RSV 转化 细胞 中 某 些 特异 蛋白 质 
的 合成 降低 ,例如 RSV 转化 小 鼠 胚 胎 纤 维 母 细 胞 时 纤维 连接 蛋白 的 合成 下 降 ,cDNA 4) 
子 杂 交 证 明 该 蛋白 mRNA 量 降低 。 同 时 发 现 ,细胞 特 异 的 前 胶原 蛋白 o 也 有 同样 变 
”化 Ba。 又 如 RSV 转化 鸡 肌肉 培养 细胞 时 肌 小 管 的 合成 降低 559; 转化 视网膜 成 黑 色 SE 
” 胞 时 ,黑色 素 的 合成 降低 451; 转化 鸡 软骨 细胞 时 , 硫酸 蛋白 多 糖 的 合成 降 底 [se1。.RSV 转 化 - 
细胞 是 通过 癌 基 因 产 物 转化 蛋白 的 作用 ,说 明 转 化 蛋白 对 细胞 特异 蛋白 质 基 因 的 调控 有 
一 定 影响 ,致使 Pastan 认为 肿瘤 的 发 生 是 由 于 细胞 的 去 分 化 引起 的 。 

另 一 方面 , 某 些 癌 基 因 的 产物 与 正常 生长 调控 因子 的 结构 相 似 , 如 sis 基因 的 产物 与 : 
血小板 生长 因子 (PDGF) 的 氨基 酸 序列 相似 [salierbB 基因 的 产物 与 表皮 生长 因子 
(EGEF) 受 体 的 氨基 酸 序列 相似 [sl ,说明 这 些 转化 蛋白 与 PDGF 或 EGF 受 体 可 能 是 来 自 
相同 的 或 紧密 相连 的 细胞 基因 。 现 已 从 核 苷 酸 序列 分 析 证 明 , 人 原 总 基因 c-sis 是 PDGF 
的 结构 基因 %。 某 些 肿瘤 病毒 对 细胞 的 转化 作用 需要 编码 PDGF wt EGF 受 体 或 类 似 产 
” 物 的 基因 参与 。EGF,PDGF, 胰岛 素 ,IGF-1(somatomedinC) 的 受 体 具 有 栈 氨 酸 蛋 白 激酶 
活性 ,这 些 生长 因子 与 其 受 体 结合 后 可 激活 细胞 膜 上 与 受 体 相 联 的 酷 氨 酸 蛋 白 激酶 ,从 而 
加速 细胞 的 分 裂 和 增殖 。 由 此 可 见 , 转 化 蛋白 具有 调控 细胞 分 化 和 增殖 的 双重 作用 , 癌 基 
因 可 能 通过 转化 蛋白 抑制 细胞 分 化 ,促进 细胞 增殖 而 使 细胞 癌变 s 

p21 是 ras 基因 的 转化 蛋白 。ras 基因 最 初 发 现 于 Ha-MuSV 和 Ki-MuSYy 转化 细胞 ,， 
以 后 发 现 正常 人 细胞 及 人 癌 瘤 细胞 中 存在 ras8 ras .N-ras 基因 ,正常 细胞 的 c-ras 基因 
与 肿瘤 中 被 激活 的 c—ras 基因 的 差别 仅 在 p 21 中 一 个 氛 基 酸 的 改变 ( 表 4 )[4o*1。p 21 位 
于 细胞 膜 ,v-ras 基因 编 码 的 p 21 通过 自身 激活 酶 的 作用 被 磷酸 化 ,由 GTP 供给 磷酸 基 
团 ,而 不 是 由 ATP 供给 。c-ras 基因 和 BJ 膀胱 瘤 细 胞 编码 的 p21 则 无 此 作用 。p 21 的 最 大 
特点 是 与 GDP/GTP 的 结合 有 较 大 的 亲和力 ,Kd 为 10-sMI41。 正 常 p 21 第 12 HREM 
和 附近 的 氨基 酸 序列 与 牛 线粒体 H-ATP 酶 B 亚 基 的 结构 相似 ,p21 有 可 能 是 该 酶 的 组 成 部 
上 分, B 亚 基 具 有 水 解 GTP 与 结合 ATP 和 ADP 的 作用 。 转 化 细胞 中 的 p21 第 12 位 氨基 酸 
和 发生 改变 ,可 能 导致 与 GDP/GTP 结合 ,而 不 与 ATP 结合 ,也 可 能 改变 H-ATP 酶 或 GTP 
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癌 基 因 第 12 位 氨基 酸 第 61 位 氨基 酸 
C-TaSH HEE | -二 谷 氨 酰胺 
v-ras"(Harvey 肉瘤 病毒 ) RAR SAR 
v-ras"(Balb 肉瘤 病毒 ) WAR SARE 
v-ras"(Rasheed 肉瘤 病毒 ) HAR BARR 
c-ras#(EJ/T 24 膀胱 癌 细 胞 ) BAR SARK 
c-ras#(NIH3T3 自发 性 激活 ) 天 冬 氨 酸 SARK 
c-TasH(HS242 肺癌 细胞 ) KAR AR 
c-ras* ~ LHS | 1 丛 氢 栈 胶 
v-ras*(Kirsten 肉瘤 病毒 ) 丝氨酸 SARK 
c-ras* (calu-1 肺癌 细胞 ) ERR BARK 
e-ras*(SW430 直肠 癌 细 胞 ) E029 谷 所 酰胺 
C-TaSN | 甘氨酸 | | AGERE | 
e-ras\(SK-N-SH 神经 细胞 瘤 细 胞 ) HAR ROR 
e-ras\(SW/271 人 肺癌 细胞 ) HAR WR 


酶 的 组 成 部 分 ,引起 酶 活性 改变 ,从 而 使 膜 电 位 异常 ,引起 与 癌变 有 关 表 型 的 变化 己 )。 

有 些 癌 基 因 如 myc,myb,fos,ski,Blym 以 及 DNA 肿瘤 病毒 SV 40 的 转化 蛋 AKT 
抗原 ,位 于 细胞 核 , 与 DNA 结合 ,可 能 与 细胞 外 调控 信号 引起 基因 表 达 的 调控 有 关 。 近 
来 发 现 ,PDGF、 脂 多 糖 , 刀 豆 蛋白 A 等 促 细 胞 分 裂 剂 可 分 别 引起 BACB/C3T3 小 鼠 纤 维 
Ey 4a, C57BL/6T 小 鼠 BLT 淋巴 细胞 的 c-mycmRNA 增高 9), eee TPA 和 纤维 母 
细胞 生长 因子 也 可 引起 c-myc mRNA 增高 。 但 胰岛 素 ,EGEF 对 其 表达 则 无 影响 。 说 明 c- 
myc 基因 与 特异 生长 因子 的 相互 作用 与 细胞 癌变 有 关 。myc 基因 的 产物 是 核 蛋 自 , 上 述 
促 细 胞 分 裂 剂 的 作用 可 能 是 通过 myc 基因 的 转化 蛋白 对 细胞 增殖 有 关 基因 表达 的 调控 。 

最 近 证 明 ,myc 基因 表达 的 调控 与 癌 细 胞 的 送 转 有 关 。 例 如 ,将 维生素 卫 的 代谢 产物 
1,25(0OH),D, 与 HL-60 白血病 细胞 保温 ,可 使 癌 细 胞 趋 于 分 化 成 熟 ,一 些 特 异 蛋 自如 溶 
菌 酶 的 合成 .o- 蔡 乙酸 酯 酶 的 活性 都 增高 ,并 出 现 单 核 细胞 表面 抗原 63Ds 和 mac-120, 
而 c-myc mRNA 的 水 平 则 降低 ,并 且 发 现 ,myc 基因 表达 的 降低 先 于 细胞 表 型 的 变化 ,可 
见 癌 基 因 的 表达 对 细胞 表 型 以 及 癌变 有 一 定 影 响 所 "1。 此 外 ,myc 被 证 明 可 提 高 二 氢 叶 
酸 还 原 酶 基因 和 8 珠 蛋 白 基 因 的 表 : 达 5 。 腺 病毒 12 的 ELA 可 以 降低 2 型 组 织 相 容 抗 
原 的 表达 , 使 转化 细胞 免 受 免疫 系统 的 破坏 己 )。 


上 上述 事 实说 明 转 化 蛋白 对 细胞 的 基因 表达 有 重要 的 调控 作用 , 瘤 基因 SR 


通过 癌 基 因 的 激活 和 不 断 表 达 以 维持 肿瘤 的 恶性 表 型 ,因此 转化 蛋白 对 肿 瘤 的 发 生 和 发 
展 具有 十 分 重要 的 意义 。 


三 、 基 因 调 控 与 瘤 变 原理 


根据 肿瘤 基因 表 型 的 变化 ,细胞 增殖 与 分 化 的 调控 异常 与 细胞 癌变 的 关系 最 为 密切 。 
在 机 体 的 生长 和 发 育 过 程 中 , 细胞 不 断 增殖 和 分 化 , 当 组 织 和 器 官 达到 一 定 大 小 时 即 停止 
生长 ,表现 出 特有 的 分 化 功能 。 在 损伤 修复 过 程 中 也 有 同样 现象 , 可见 在 正常 生长 过 程 中 ， 
增殖 和 分 化 是 受到 控制 的 。 在 癌 细 胞 中 , 增殖 和 分 化 的 调控 异常 ,以 致 与 增殖 有 关 的 基因 
被 激活 ,而 与 功能 分 化 有 关 的 基因 被 阻 抑 ( 表 5 >。 细 胞 增殖 与 分 化 的 异常 贯穿 在 整个 癌变 
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表 5 MRPMRERSTLEAHRE 


2 增殖 基因 (激活 ) | 分 化 基因 ( 阻 抑 ) 


“增殖 酶 活性 增高 组 织 特异 梅 活性 降低 
DNA,RNA @ ih 尿素 合成 本 
ee 喀 喧 合成 本 
WS 2 BR 
| 蛋白 质 合成 酶 氨基 酸 分 解 代谢 本 
萄 葡 糖 分 解 代谢 关键 本 萄 葡 粮 合成 代谢 关键 本 
多 各 肿瘤 Bee HG (2s BBE ede tig. 
aie 7 89 fala LBS sia 2 Fl LBS 
chim | . SSESRE OMS 与 分 化 有 关 的 重 自 质 的 降低 或 委 失 
经 生长 关子 | 法 自 各 自 , 酷 蛋 自 (转化 乳腺 细胞) 


殖 刺激 因子 


i eal pl 
生长 因子 
癌 基 因 (sSjgs,erb-B) 的 产物 


BIDS (RSV 转化 肌肉 细 

硫酸 和 蛋白 多 糖 (RSV Ricekeen 细胞 ) 

前 胶原 蛋 自 as(RSV 转化 胚胎 纤维 母 细胞 ) 
黑色 素 (RSYV 转化 视网膜 成 黑 细 胞 ) 


过 程 中 ,不 仅 致癌 物质 可 引起 这 些 异 常 变化 ,前 已 述 及 , 促 癌 物 也 具有 抑制 分 化 、 促 进 增殖 
的 作用 。 如 IPA 刺激 小 鼠 乳 腺 上 皮 细 胞 的 DNA 合成 ,同时 抑制 酷 蛋 白 \x 乳白 蛋白 的 合 
成 名 ]。 又 如 , 佛 波 十 四 烷 酸 栈 酸 盐 抑制 Friend 红细胞 白血病 细胞 的 分 化 79") 以 及 小 鼠 
前 脂肪 纤维 母 细 胞 的 终 末 分 化 "”。 另 一 方面 ,TPA 又 可 激活 乌 氨 酸 脱 羧 酶 及 纤维 蛋白 酶 


。 原 激 活 因 子 , 以 及 促进 DNA 合成 及 细胞 增殖 5 。 也 有 人 认为 ,癌变 的 起 始 阶段 可 能 与 


细胞 分 化 调控 机 制 的 异常 有 关 , 而 促 癌 阶段 则 可 能 与 细胞 增殖 的 调控 异常 有 关 5 1。 另 外 ， 
肿瘤 的 发 生 和 发 展 也 可 能 与 细胞 增殖 和 分 化 的 解 偶 联 有 关 , 但 肿瘤 细胞 并 未 完全 失去 控 
制 增殖 和 分 化 的 基因 ,在 适当 条 件 下 仍 可 使 之 向 正常 分 化 一 。 

近年 来 ,从 癌 基 因 研 究 中 发 现 正 常 细胞 存在 原 癌 基因 ,具有 高 度 的 进 化 保守 性 ,对 细 
胞 生长 和 分 化 的 调控 必然 起 重要 作用 。 在 化 学 致癌 物 、 病 毒 或 和 射线 的 作用 下 , 原 癌 基因 
通过 各 种 机 制 , 如 基因 重 排 ( 原 癌 基 因 在 染色 体 上 移 位 )\ 放 大 或 缺失 ,病毒 基因 促进 子 如 ， 
长 未 端 重复 序列 的 插入 以 及 点 突变 等 而 被 激活 ,产生 大 量 转化 蛋白 。 有 些 原 癌 基因 与 激 
活 后 癌 基 因 编 码 的 蛋白 质 在 结构 和 功能 上 不 尽 相同 ,如 pp60””" 与 pp60" 在 C 端的 
氨基 酸 组 成 和 序列 不 同 ,pp 60” ”的 表达 可 使 正常 细胞 转化 ,而 pp 60°-"* WARE, 
有 些 由 于 癌 基 因 转 化 蛋白 的 增多 引起 细胞 癌变 ,而 癌 基 因 与 V BEA 的 产物 相同 ,如 
myc 基因 “1。 当 前 的 中 心 问题 是 转化 蛋白 如 何 引 起 细胞 增殖 基因 和 分 化 基因 的 调控 蜡 
常 ,从 而 导致 细胞 癌变 。 

细胞 癌变 是 一 个 多 阶段 过 程 。 体外 实验 表明 ,细胞 转化 需 要 多 种 瘤 基 因 的 协同 作用 ， 
例如 大 鼠 胚 胎 纤维 母 细 胞 的 转化 ,需要 ras 和 myc 基因 的 同 时 ARES )。 又 如 Burkitt 
淋巴 肉瘤 和 鸡 8 细胞 淋巴 肉瘤 的 诱发 ,需要 myc 和 B-1ym-l Awa. HE 他 如 
病毒 诱发 的 小 鼠 乳 腺 癌 (““) ,Abelson 病毒 诱发 的 小 鼠 前 8 细胞 肉瘤 和 小 鼠 浆 细胞 
pag), Hin wa Be Fe AC Sh Bs Se eV EJ cha-rasl 基因 转化 地 鼠 纤维 母 细 胞 扩 )， 
都 需要 其 他 病毒 或 化 学 致癌 物 的 共同 作用 。 最 近 发 现 , 人 肿瘤 也 是 由 多 种 癌 基 因 所 引起 ， 
如 急性 淋巴 自 血 病 和 蔓 性 粒 白 血 病 含 有 myc,ras",ras*,fes,fms,fos,myb IEA; AA, 
BS. Ba hits SA fos,myc,ras",ras* 基因 ;同时 一 种 癌 基 因 可 存 在 于 多 种 肿 
瘤 , 最 常见 的 是 myc,ras,fos A TS AeA 表 达 和 功能 不 尽 相 同 ,很 可 能 某 
种 癌 基 因 对 细胞 转化 是 必需 的 ,但 不 是 足够 的 ， 还 需要 其 他 瘤 基因 的 参与 才能 使 细 肥 伟 习 
和 完全。 因而 癌变 是 通过 多 种 瘤 基因 有 顺序 地 激活 和 表达 ,癌变 过 程 中 各 阶段 可 能 需要 特异 


~4dS ; 


MEA WRIA, EMR AE he IEAA MERA, ATT EH 
突变 剂 导致 ras 基因 的 突变 ,以 及 某 些 氧化 剂 . 蛋 白 酶 抑制 剂 引起 DNA 重 排 或 myc 类 基 
因 的 激活 4, 这 对 了 解 癌 基 因 在 致癌 起 始 阶段 的 作用 很 有 意义 。 至 于 促 癌 阶段 ,已 有 实验 
说 明 , 促 癌 物 TPA 可 刺激 纤维 母 细 胞 蛋白 质 栈 氨 酸 磷酸 化 05, 可 能 与 激 活 某 些 与 酷 氨 酸 
蛋白 激酶 有 关 的 癌 基 因 或 生长 因子 基因 的 表达 有 关 。 在 这 方面 , 一 个 重要 的 发 现 是 ,src 和 
ros 基因 的 产物 不 仅 具 有 栈 氨 酸 蛋 白 激酶 活性 ,还 AAR RIC RISE 。 已 知 
ELAR AMA AS NR LAE, HED ACR LB A, AEB AS 


酰 甘 油 和 肌 酵 三 磷酸 ,两 者 与 Ca2+ 离子 一 起 激活 蛋白 激酶 C 的 活性 ,从 而 引起 一 系列 重 


要 生理 效应 ”71。TPA 具有 模仿 二 酰 甘 油 的 作用 ,促进 Ca°* - 磁 脂 依赖 性 蛋白 激酶 C 的 活 
性 "5 图 1 ) ,这 对 促 癌 机 制 的 了 解 具有 重要 意义 。 

虽然 目前 对 生长 调控 的 机 制 还 不 了 解 ,相信 在 生长 调控 信号 传递 过 程 中 ,正如 物质 的 
中 间 代 谢 过 程 一 样 包 含 一 系列 级 联 反应 ,在 生长 调控 循环 各 步 都 有 特异 的 瘤 基因 和 蛋 自 参 
与 ,正如 代谢 循环 中 需要 各 种 酶 的 参与 一 样 。 有 些 瘤 基 因 蛋 白 是 生 长 因子 (如 sis) 或 表面 
受 体 (如 erb-B), 有 些 则 是 膜 信号 的 转 导 因子 (如 ras) 或 细胞 核 信 号 的 传导 因子 (如 mye, 
myb,fos 等 ) ,这 些 调控 机 制 对 细胞 的 生长 和 发 育 甚 为 重要 芒 ]。 同 样 在 细胞 分 化 成 熟 过 


程 中 ,特异 蛋白 质 和 酶 的 合成 受 时 间 和 空间 的 控制 ,分 化 过 程 中 有 顺序 的 \ 有 限 制 性 和 选 


择 性 的 基因 表达 ,也 可 能 为 癌 基因 表达 所 调控 ,已 证 明 在 胚胎 发 育 过 程 各 阶段 出 现 不 同 
NEEABA. EMRE, 细胞 逐渐 失去 控制 生长 和 分 化 的 机 制 , 以 致 出 现 异常 


生长 和 分 化 的 基因 表 型 ,最 终 形成 肿 交 , 因此 对 于 这 些 调控 机 制 的 阐明 将 有 助 于 对 癌变 原 


理 的 彻底 了 解 ,这 对 征服 人 类 对 瘤 瘤 是 十 分 重要 的 。 


src,ros 基因 产物 激素 ,神经 介质 
(BARES Ria) if 
受 体 
{ 
酶 


PI 一 PIP 一 Pt, _! 1,2-DG+IP, 


增殖 与 其 他 生理 效应 


1 促 瘤 物 与 蛋白 激酶 C 的 激活 Pl. BASAL; PIP: BASWLAG 4-BEMR; PIP. : EASWLES 
4, 5- 二 磷酸 ; IP:: 肌 醇 三 磷酸 ; 12-DG :1b2- 二 酰 甘 油 
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肿瘤 同 工 酶 研究 进展 
陈 Re 


(上 海 第 一 医学 院 生 化 教研 组 ) 


一 、 同 工 酶 的 新 概念 4。 酶 蛋白 本 身 质 的 异常 

二 、 癌 瘤 组 织 中 同 工 酶 谱 的 改变 及 其 机 制 三 、 癌 瘤 组 织 和 血清 中 的 糖 基 转 移 酶 
1。 酶 谱 改 变 的 类 型 1。 半 乳糖 苷 转移 酶 (Gal-T) 
2。 早 期 肝癌 的 同 工 酶 标志 2。 唾 液 酸 基 转移 酶 (ST) 


3。 瘤 瘤 中 同 工 酶 谱 改 变 机 制 研究 的 进展 


恶性 肿瘤 《包括 癌 肿 与 肉瘤 ,以 下 简称 癌 瘤 ) 和 正常 组 织 在 代谢 上 的 明显 差别 主要 是 


“ 革 些 代谢 关键 酶 的 活性 不 同 而 引起 的 ,其 中 同 工 酶 谱 的 区 别 是 一 个 重要 方面 。 肿 瘤 同 工 


酶 的 研究 不 但 有 助 于 阐明 总 瘤 中 基因 表达 失常 的 规律 ,探讨 癌 瘤 的 发 病 机 制 , 还 能 为 临床 
提供 有 效 的 癌 瘤 诊断 指标 。 因 此 ,有 关 这 方面 的 研究 就 成 为 目前 医学 生化 中 一 个 活 跃 的 


. 领域 。 本 文 拟 就 癌 瘤 同 工 酶 研究 的 近代 进展 作 一 介绍 。 


—, ALE NRHA 


按照 1971 年 国际 生化 联合 会 (IUB) 生 化 命名 委员 会 (CBN) 的 建议 : 同 工 酶 是 指 同一 


种 属 中 由 不 同 基 因 位 点 或 同一 位 点 的 复 等 位 基因 编码 的 多 肽 链 所 组 成 的 单 体 . 纯 聚 体 或 - 


杂交 体 捕 。 但 有 些 作 者 认为 应 将 酶 蛋白 翻译 合成 后 经 不 同类 型 的 修饰 而 造成 的 多 种 分 子 
形式 也 列 入 广义 的 同 工 酶 中 。 因 而 将 前 一 种 由 不 同 基因 水 乎 引起 的 同 工 酶 称 为 原 级 或 基 
因 性 同 工 酶 ， 而 后 一 种 称 为 翻译 后 或 次 生 同 工 酶 上 。 

近年 来 ,对 小 鼠 v 演 粉 酶 基因 的 研究 发 现 肝 演 粉 酶 和 唾液 汪 粉 酶 是 由 ' 同 一 基 因 的 两 
种 不 同 的 MRNA 所 编码 。 这 是 由 于 原始 转录 产物 经 不 同 的 剪接 而 演变 成 两 类 部 分 碱 基 
顺序 相同 的 mRNA, 再 经 翻译 而 衍生 出 两 类 C 端 氨基 酸 顺 序 相同 而 N 端 不 同 的 酶 蛋白 。 
因此 同 工 酶 的 产生 还 可 发 生 在 mRNA 水 平 上 5 。 对 丙酮 酸 激酶 (PyK ) 的 研究 也 提示 工 、 
R .M,.M, 四 种 同 工 酶 可 能 只 有 两 个 基因 。 一 个 转录 出 工 型 和 有 型 两 种 mRNA5C 1:, 另 一 个 
在 小 鼠 中 位 于 第 9 对 娄 色 体 乓 ,转录 出 M 和 M, 型 两 种 mRNAL，!。 对 PyK 作 了 大 量 的 
一 级 结构 分 析 , 包 括 CNBr 裂解 肽 谱 ,\ 酶 解 指纹 图 谱 、 氨 基 酸 组 成 测定 及 末端 分 析 等 , 均 证 
明 肝 中 的 工 型 和 红细胞 中 的 及 型 的 结构 十 分 类 似 , 互 相 有 交叉 免疫 "…。 但 及 型 较 工 型 多 出 
一 个 肽 段 , 分子量 较 大 。 过 去 曾 认 为 它们 属于 翻译 后 同 工 酶 , 即 及 型 可 经 蛋白 酶 降解 而 转 


- 变 成 工 型 "…。 但 从 肝 中 提出 的 mRNA 经 体外 翻译 及 免疫 沉淀 后 ,只 发 现 其 合成 工 型 


PyK; 而 来 自 网 织 红 细胞 的 MRNA 只 合成 及 型 PyK, 未 见 有 工 型 。 可 见 工 和 R 型 PyK 的 
酶 重 白 不 能 互 变 , 而 分 别 来 自 不 同 的 mRNA5  。 另 一 方面 ,遗传 学 上 的 证 据 也 说 明 这 两 型 


~ 139 


PyK 往往 同时 缺失 或 变异 ,支持 它们 是 由 同一 基因 调控 的 论点 5 。 研 究 Mi 和 Ms 型 PyK 
的 关系 也 获得 和 工 及 及 型 PyK 同样 的 结果 ， 即 两 者 的 一 级 结构 虽 略 有 差别 ,但 也 相当 类 
似 , 它 们 也 分 别 由 不 同 的 mRNA 翻译 而 成 。 遗 传 学 上 也 证 明 Mi 和 M: 可 能 来 自 同 一 个 基 
因 , 或 同一 个 祖先 基因 经 基因 重 排 分 化 而 成 的 两 个 同 类 基 TTR, 工 组 及 M,, 
M, 组 之 间 没 有 交叉 免疫 ,两 组 间 的 结构 很 少 有 类 似 之 处 ,遗传 学 上 也 没有 联系 ;可以 表 定 
-两 组 PyK 是 由 不 同 基因 所 编码 的 。 

据 此 ,可 将 同 工 酶 分 成 三 大 类 ,分 别 来 自 :(1) 不 同 基因 (2) 同一 基因 不 同 mRNA; 
(3) 同一 mRNA 个 同 翻 译 后 的 修饰 。 根据 现 有 的 资料 ,这 三 AAS ET 别 如 下 ( 表 
1 ): 


21 ， 三 类 同 工 酶 在 性 质 上 的 区 别 


原 级 同 I 酶 | 

性 质 同一 基因 不 同 mRNA| 。， 次 生 辣 工本 

ee ee | : 

eeegemen | 7a | 7m | * MB | #2%E 
热 稳定 性 | -m | 不 同 或 接近 | rst | RE 
动力 学 性 质 | | | 不同 或 接近 ”| ， 常 相向 或 接近 ! 
免疫 性 质 pom LS ae | ee ee 
分 子 量 | 。 不 同 或 接近 | am | 不同 或 接近 ”| 不同 或 接近 
a. 限于 纯 聚 体 。 


b. 少数 动力 学 指标 可 不 同 。 


) 然而 ,即使 是 多 基 央 位 点 的 原 级 同 工 酶 之 间 也 存在 着 一 定 的 同 源 性 ,这 是 它们 之 所 以 
成 为 同 工 酶 而 能 催化 相同 反应 的 基础 。 例 如 乳酸 脱 氢 酶 (LDH) 的 AC(M)、.B(H) 两 种 亚 基 


是 由 不 同位 点 的 基因 编码 的 ,相应 的 基因 分 别 存在 于 第 11 及 12 对 染 色 体 上 050, 亚 基 蛋 ， 


白 间 无 交叉 免疫 ,但 其 结构 却 十 分 类 同 。Eventofft2 报 道 了 猪 和 小 鸡 A.B 两 种 亚 基 的 一 
级 结构 ,其 中 猪 的 LDH A 亚 基 由 329 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,B 亚 基 由 331 个 所 基 BREA 
成 。 如 果 以 A 亚 基 缺失 第 17 及 330 两 个 残 基 而 与 B 亚 基 比较 的 话 , 可 发 现 约 有 85%% 的 
氨基 酸 顺 序 是 相同 的 ,只 有 25% 的 残 基 被 置换 ,并 且 发 现 被 置换 的 各 个 氨 基 酸 中 ,其 


DNA 上 相应 的 三 联 密码 大 多 仅 差 一 个 碱 基 。 因 此 可 以 推测 ALB 两 类 亚 基 的 基因 DNA A : 


75% VA _E BS FF I FF 2 TA gpisie neta 

PyK 的 工 和 M, 两 型 亚 基 ,其 一 级 结构 尚 不 清楚 , 工 型 PyK 的 基因 定位 也 未 见报 道 ， 
动力 学 分 析 发 现 它们 之 间 有 很 大 的 a FLA M AR! on L WY PyK 可 受 胰岛 
素 或 果糖 的 诱导 , 受 cAMP 抑制 ， 而 M: 型 则 不 能 2 。 在 肝癌 或 再 生 肝 中 ,型 减少 而 M， 
型 增加 ,显然 是 不 同 基 因 位 点 的 原 级 同 工 酶 避 ?”“1。 但 两 者 之 间 也 存在 一 定 的 同 源 性 。 最 
近 用 基因 工程 技术 将 工 型 和 M, 型 PyK 的 cDNA 克隆 到 质粒 pPBR322 中 ,经 大 肠 杆 菌 
HB 101 扩 增 后 ,再 用 限制 性 核酸 内 切 酶 切 出 这 两 种 cDNA ,比较 它们 内 切 酶 谱 , 发 现 有 很 
大 区 别 。 工 型 PyK 的 cDNA 中 ,至 少 有 一 个 PvuEI 切 点 ,四 个 Hinf 工 切 点 ,没有 了 RstI 切 
点 5 而 M: 型 PyK 的 cDNA 则 没有 PvuI 切 点 ,只 有 两 个 Hinf 工 切 点 , 却 有 两 个 Pst 工 切 
点 。 但 两 种 cDNA 也 有 类 似 之 处 ,它们 都 没有 EcoR I Hind | ,BamH | 、BglI 及 SalI 
竟 切 点 ,都 有 两 个 相距 约 200 个 碱 基 对 的 BgliI 切 点 及 两 个 相距 约 100 个 碱 基 对 的 Hiné T 
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a 
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蕊 点 2 0)。 进 一 步 用 点 滴 印 迹 杂 交 法 (Dot blot hybridization ) 发 现 , 在 低 离 子 强 度 时 


M,-PyK 较 长 的 CDNA 片段 虽 不 能 和 工 型 PyK 的 mRNA 分 子 杂交 ,但 在 高 离子 强度 时 ， 


也 即 在 杂交 专 一 性 不 严格 的 条 件 下 ,此 Ms-PyK 的 cDNA }y Ee gt FJ #1 L-PyK 的 mRNA 
”发 生 分 子 杂 交 , 这 充分 证 明了 工 和 M, 型 PyK 的 cDNA 有 一 定 长 度 的 互补 顺序 ,两 种 
。DNA 分 子 间 有 相当 的 同 源 性 。 另 一 方面 ,即使 较 短 的 M:-PyK 的 cDNA 片段 , 且 在 十 分 


严格 的 条 件 下 ,也 能 和 M,—PyK 的 mRNA 发 生 分 子 杂 交 ， 说明 Mi 和 M, 型 PyK 的 cDNA 


有 极 大 的 同 源 性 ,甚至 属于 同一 个 编码 基因 09]。 


总 之 ,目前 已 有 不 少 证 据 证 明 , 即 使 是 原 级 同 工 酶 ,它们 的 不 同 基因 也 是 由 同一 祖先 
基因 经 过 分 化 进化 (divergent evalution ) 而 形成 的 。 


二 、 瘤 瘤 组 织 中 同 工 酶 谱 的 改变 及 其 机 制 


癌 瘤 的 基因 表达 发 生 率 乱 , 常 产 生 一 些 相 应 的 正常 成 年 组 织 所 没有 的 或 含 量 极 微 的 
基因 表达 产物 。 例 如 甲 胎 蛋白 、 癌 胚 抗原 等 多 种 癌 胚 蛋白 以 及 一 些 异 位 分 泌 的 肽 类 激素 ， 
而 同 工 酶 谱 的 改变 也 是 基因 表达 失常 的 重要 方面 。 

1, 酶 谱 改 变 的 类 型 

癌 瘤 中 同 工 酶 谱 的 改变 ,就 目前 的 资料 归纳 ,大 致 有 三 种 类 型 [201。 

(1) 胎儿 型 表达 

指 癌 瘤 组 织 表 达 了 该 组 织 在 胎儿 时 期 的 同 工 酶 类 型 (胎儿 型 同 工 酶 ?)， 伴 有 成 年 期 同 


” 工 酶 类 型 (成 年 型 同 工 酶 ) 的 减少 。 这 是 最 常见 的 一 种 异常 表达 。 


在 个 体 发 育 过 程 中 ,从 胎儿 到 新 生 儿 ,再 到 分 化 成 熟 的 成 年 ,体内 各 组 织 的 同 工 酶 谱 ， 


”可 随 组 织 的 分 化 和 发 育 , 从 胎儿 型 (原始 型 ) 同 工 酶 逐渐 转变 为 成 年 型 (分 化 型 ) 同 工 酶 。 前 


者 在 胎儿 发 育 的 早期 即 有 明显 的 活力 ,出 生前 后 活性 逐渐 降低 而 被 成 年 型 同 工 酶 取代 。 但 
也 可 在 另 一 些 成 年 组 织 中 继续 占 主 要 地 位 。 成 年 型 同 工 酶 往往 在 晚期 的 胎儿 组 织 中 才 开 
始 发 生 , 出 生 后 活力 逐渐 上 升 , 但 仅 在 少数 成 年 组 织 中 表达 。 这 是 与 各 组 织 在 形态 和 功能 
上 的 分 化 相 一 致 的 。 以 几 种 糖 酵 解 酶 的 同 工 酶 为 例 :葡萄 糖 激 酶 (GK)、 果 糖 -1- 磷 酸 醛 缩 
酶 (B-ALD) 和 工 型 丙酮 酸 激酶 是 典型 的 成 年 型 同 工 酶 , 仅 存在 于 肝脏 及 明 皮 质 等 具有 糖 
异 生 功 能 的 组 织 中 , 而 已 糖 激酶 (HK)、 果 糖 1,6- 二 磷酸 醛 缩 酶 (A-ALD) 和 M: 型 丙酮 酸 激 
酶 是 典型 的 胎儿 型 同 工 酶 ,在 胎 肝 中 占 优势 ,但 也 分 别 存在 于 脑 \ 肌 及 肾脏 等 成 年 组 织 中。 

ir malt, Ev GK\B-ALD KR L-PyK 三 种 成 年 型 同 工 酶 降低 ,而 HK,A-ALD`.M:- 
PyK 三 种 胎儿 型 同 工 酶 明显 增加 ,使 同 工 酶 谱 返回 到 胎 肝 时 未 分 化 组 织 的 类 型 ,所 以 这 种 
改变 是 一 种 去 分 化 或 反 分 化 的 现象 ,一 般 和 癌 瘤 的 恶性 程度 成 正比 。 恶 性 程度 愈 大 或 分 化 
愈 差 , 胎儿 型 与 成 年 型 同 工 酶 的 比值 也 愈 高 瑟 和 …1。 


(2) 胎盘 型 表达 


指 瘤 瘤 组 织 表达 了 存在 于 胎盘 中 的 同 工 酶 类 型 。 如 支 链 所 酸 转 氨 酶 ,大 鼠 胎 肝 中 只 有 
工 型 ,成 年 肝 中 75% A AY, 25% Ay I As HO RS 工 型 降低 或 消失 ,出 现 亚 型 ,其 量 可 超 


et 1 


过 工 型 ,这 种 只 含苞 型 和 1 ST Ah, CEE HN SA A 
清 中 找到 一 种 称 为 Regan 同 工 酶 的 碱 性 磷酸 酶 ,经 鉴定 ,发 现 它 不 论 在 动力 学 , 热 失 活 和 
免疫 性 质 方面 都 和 存在 于 晚期 胎盘 中 的 碱 性 磷酸 酶 相同 [251。 

目前 已 被 发 现 的 癌 瘤 中 呈 胎 儿 型 或 胎盘 型 表达 的 同 工 酶 不 下 20 余 种 。Ibsent9， 
Weinhouse!?”) fq] Schapira28 等 分 别 在 1979 一 1982 年 总 结 了 各 种 肿瘤 中 这 两 种 同 工 酶 出 
现 的 情况 , 今 抒 其 原 级 同 工 酶 的 异常 表达 归纳 于 表 2 。 


表 2 各 种 癌 瘤 中 表达 的 胎儿 型 及 胎盘 型 同 工 酶 


同 工 酶 | 在 个 体 发 育 中 的 表达 | 在 癌 瘤 中 的 表达 
己 糖 激酶 (I 型 ) 胎 肝 、 胎 盘 肝癌 
( 亚 型 ) 胎 肝 、 新 生 儿 肝 PH FL. SULA 
醛 缩 酶 (A 型 ) 胎 肝 、 胎 肠 肝癌 .十 二 指 肠 腺 癌 
(C 型 ) 一 早期 胎 肝 、 胎 肌 肝癌 、 横 纹 肌肉 瘤 
丙酮 酸 激 酶 (M, 型 ) 胎 肝 、 胎 肌 、 胎 脑 肝癌 、 横 纹 肌 肉瘤 \ 脑 瘤 
乳酸 脱 氢 酶 (A 型 ) 胎儿 (大 鼠 ) 除 肝癌 外 的 多 种 癌 瘤 
果糖 -1,6- 二 磷酸 酶 ( 肌 型 ) 胎 肝 肝癌 
糖 原 磅 酸化 酶 (胎儿 型 ) 胎 肝 、 胎 肌 、 胎 盘 Arm 
3- 磷 酸 甘 油 脱氧 酶 (阳极 型 ) 胚胎 早期 胎儿 、 腹水 性 肿瘤 
醇 脱 氢 酶 (阳极 型 ) 胎 肝 肝癌 
支 链 氨 酸 转氨酶 ( 工 型 ) 胎 肝 、 胎 盘 APR 
( 亚 型 ) 胎盘 肝癌 
，” 谷 所 酰胺 酶 ( 肾 型 ) 胎 肝 肝癌 .乳癌 

氨基 甲 酰 磷酸 合成 酶 -2 胎儿 肝癌 .乳癌 
胸 苷 激酶 ( 胞 液 ) 胎 肝 、 胎 肠 TR. Boe. 
DNA 聚合 酶 (Y) 胎 肝 肝癌 
萄 葡 糖 胺 -6- 磷 酸 合成 酶 ( 低 pi 型 ) 胎 肝 肝癌 
己 糖 胶 酶 (A 型 ) 胎 肝 肝癌 
碱 性 磷酸 酶 (Regan 型 ) 晚期 胎盘 SAT 

(肝癌 型 ) FL 羊膜 细胞 ,胎儿 小 肠 肝癌 

(JE Regan 型 ) 绒毛 膜 . 早 期 胎盘 多 科 冯 瘤 


(3) 异 位 型 (ectopic ) 表 达 


指 癌 瘤 组 织 表达 了 其 他 成 年 组 织 的 同 工 酶 类 型 ,例如 肌 酸 激酶 (CK), 在 成 年 及 胎儿 的 
肝 、 肾 中 全 部 为 BB 型 ,而 肝 瘤 及 胃痛 中 可 出 现 MM 型 ,这 是 成 年 肌 肉 中 的 CK Tal 
yt, 


2. 早期 肝癌 的 同 工 酶 标志 


前 述 各 种 同 工 酶 在 癌 瘤 中 的 变化 一 般 发 生 较 晚 , 在 化 学 诱 痛 过 程 的 前 期 病变 中 ,这 些 
同 工 酶 常 无 明显 的 改变 ,在 分 化 良好 ,生长 速度 较 慢 的 肝癌 中 ,上述 HK/GK,ALD、PyK 和 
糖 原 磷 酸化 酶 等 同 工 酶 谱 也 和 正常 肝脏 差别 不 大 所 - 。 因 此 ,人 们 企图 寻找 早期 的 以 及 
恶性 程度 较 低 的 癌 瘤 的 酶 学 标志 。 首 先 引 人 注目 的 当然 是 那些 参与 致癌 剂 代谢 的 生物 转 
化 酶 系 。 近 年 来 ,这 方面 的 研究 已 有 飞速 的 发 展 ,找到 了 令 人 鼓舞 的 早期 肝癌 的 同 工 酶 改 
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C1) 致癌 剂 代谢 和 致癌 过 程 


很 多 化 学 致癌 剂 ,如 3,4-A GH. 2-CRARRAM RSA B, 等 ,有 时 本 身 并 不 臻 
Hi 称 为 前 致癌 剂 。 它 们 大 多 数 是 非 极 性 化 合 物 , 进 入 机 体 后 , 需 经 肝 微粒 体 的 混合 功能 氧 
化 酶 (MEFO, 是 一 种 单 加 氧 酶 系 ), 有 时 尚 需 环 氧化 物 水 合 酶 (EH) 的 作用 转化 成 有 极 性 的 
氧化 物 或 产 化 物 , 形 成 近 致癌 剂 ,但 后 者 尚 不 能 致癌 ,还 需 进一步 经 MFO 或 其 他 酶 的 作 
用 代谢 成 具有 活泼 的 亲 电 子 性 化 合 物 , 才 能 “攻击 ?细胞 内 的 生物 大 分 子 , 和 DNA、RNA 
或 蛋白 质 结合 而 导致 突变 或 癌变 上 "0。 前 致癌 剂 转 变 成 终 致癌 剂 的 过 程 是 一 种 激活 反 
应 ,而 参与 MEFO 酶 系 组 成 的 细胞 色素 p450( 或 p448 ) 是 这 个 活化 酶 系 中 最 重要 的 关键 酶 。 
另 一 方面 , 近 致 癌 剂 或 终 致癌 剂 也 可 通过 一 些 结合 反 应 转变 成 水 溶性 较 强 而 易于 排泄 的 
解毒 产物 ,无 致癌 活性 ,这 类 催化 致癌 剂 与 特异 化 合 物 结合 而 灭 活 的 酶 ,主要 有 谷 胱 甘 肽 - 
S- 转 移 酶 (GST) 和 UPP-#j Aj AG ( UDP-GT), —KE 54K HRK(GSH Ne 
糖 醛 酸 代谢 的 酶 也 分 别 属于 致癌 剂 的 激活 或 灭 活 酶 .如 8- 葡 萄 糖 醛 酸 酶 水 解 UDP-GT 的 
产物 B- 葡 萄 糖 醛 酸 苷 ,使 已 灭 活 的 致癌 剂 重 新 复活 成 终 致癌 剂 , 故 属 激活 酶 类 。 谷 胱 甘 肽 
过 氧化 酶 ( 硒 依赖 性 ) 能 氧化 GSH, 使 GST 的 产物 GSH 减少 ,结果 有 利于 致癌 剂 以 活化 
形式 存在 ,也 属于 激活 酶 类 。 谷 有 甘 肽 还 原 酶 则 相反 ,能 生成 灭 活 致癌 剂 所 需要 的 GSH, 
BUR RISA. 而 六 谷 氛 酰 转 肽 酶 (Y-GTP) 因 参与 从 GSH- 致 癌 剂 结合 物 形 成 硫 尿酸 ,也 
属于 灭 活 酶 类 斑 "1。、 

近代 关于 化 学 致癌 过 程 的 理论 ,把 癌变 分 成 两 个 阶段 ,诱发 (initiation) 和 促 癌 
(promotion )。 作 为 诱发 剂 (initiator) 的 终 致癌 剂 作用 于 靶 细胞 的 生物 大 分 子 , 使 正 
常 细胞 发 生 罕 变 , 称 为 诱发 阶段 。 这 种 变异 后 的 细胞 需 再 经 过 促 癌 剂 (promotor ) 的 作用 ， 
发 生 细胞 选择 的 过 程 ,逐渐 转化 为 瘤 前 细胞 (preneoplastic cells)。 这 类 细胞 可 集合 成 增生 
结 节 (HN ) 或 酶 变 灶 (EAEF ), 后 者 是 一 种 只 有 酶 学 改变 而 尚 无 形态 学 改变 的 病灶 , 可 AB 
组 织 化 学 染色 法 与 周围 正常 组 织 区 别 开 来 。HN 和 EAF 都 属于 早期 肝癌 病变 。 最 后 癌 前 
$y Hed FE BS HE PRR I Se es 


(2) FRAG BY A aS 


Farber 25 22 Dh, Te 34 AE 28 3 RE EB A eB Pa, 2 RT 代 HK, 
包括 .GSH 代谢 酶 类 的 活力 已 有 明显 改变 。 一 般 地 说 ,激活 酶 类 均 见 减少 ,而 灭 活 酶 类 均 
见 升 高 。 例 外 的 是 EH, 此 酶 既 参 与 前 致癌 剂 的 激活 ,也 催化 近 致癌 剂 的 灭 活 。 它 TERE 
期 的 变化 和 灭 活 酶 一 样 ,是 增高 的 , 曾 被 报道 是 一 种 瘤 前 抗原 "1。 今 将 这 些 酶 以 及 一 些 

与 致癌 剂 代谢 关系 不 大 而 也 在 癌 前 期 有 明显 变化 的 酶 列 于 表 3 。 
图 1 总 结 了 化 学 致癌 剂 在 引起 大 鼠 肝 癌 过 程 中 诱发 、 促 癌 和 进展 三 个 阶 段 时 一 些 标 
志 酶 的 变化 曲线 。 在 诱发 阶段 ,不 论 激活 酶 类 或 是 灭 活 酶 类 的 活力 变动 均 较 大 。 如 细胞 色 
He PASO 可 以 受 致 癌 剂 的 诱导 合成 而 暂时 性 地 升 高 ,然后 逐渐 降低 , 灭 活 酶 类 可 以 没有 明 
| 显 的 活力 变化 ,也 可 逐渐 升 高 ,这 些 变化 并 不 是 肝癌 诱发 过 程 所 特有 的 。 乃 至 促 癌 阶段 出 
， 现 了 增生 结 节 的 酶 变 灶 , 激 活 酶 就 迅速 减少 而 灭 活 酶 明显 增加 。 但 灭 活 酶 在 进展 阶段 随 着 
细胞 的 去 分 化 又 重新 降低 。 因 而 GST,UDP-GT 等 酶 类 就 认为 是 一 类 总 前 期 病变 的 标志 
酶 。Y-GTIE 也 在 增生 结 节 中 增高 ,但 细胞 完全 癌变 后 并 不 降低 而 仍 维持 于 高 水 平 。 一 些 
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#3 肝 瘤 前 期 细胞 中 的 标志 酶 C] 


活力 降低 的 梅 | 、 活力 升 高 的 酶 
萄 葡 糖 -6- 磷 酸 酶 (微粒 体 ) 环 氧化 物 水 化 酶 (也 H)〈 微 粒 体 ) 
Ca**,Me**-ATP 酶 (细胞 膜 ) UDP- 萄 葡 糖 醛 酸 转移 酶 
(UDP-GT) (微粒 体 )O-GT 
糖 原 磷酸 化 酶 醛 脱 氢 酶 ( 胞 液 及 微粒 体 ) 
细胞 色素 p- 450 族 (微粒 体 ) 丁 酰 酯 梅 (L-D (微粒 体 ) | 
芳香 烃 产 化 酶 (AHH) GSH 代谢 酶 类 
(微粒 体 ) Y- 谷 氨 酰 转 肤 酶 (细胞 膜 ) 
B- 萄 葡 糖 醛 酸 酶 ( 溶 酶 体 膜 ) GSH-S- 转 移 酶 (GST)( 胞 液 ) 
A,(A)&1,P 2 
GSH 过 氧化 酶 ( 硒 依赖 性 ) GSH 过 氧化 酶 策 非 依赖 性 ) 
(H:O， 为 底 物 ) (以 有 机 过 氧化 物 为 底 物 ) 
GSH 还 原 酶 
萄 葡 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 ( 胞 液 ) 
DT- 黄 递 酶 ( 胞 液 及 微粒 体 ) 


糖 酵 解 中 的 胎儿 性 同 工 酶 则 在 灭 活 酶 开始 降低 时 才 见 缓 缓 上 升 raal。 
进一步 研究 发 砚 ;GST 和 UDP-GT 具有 同 工 酶 。 在 癌变 过 程 中 ,并 非 所 有 的 同 工 酶 
形式 都 见 增高 ,而 只 是 一 种 或 数 种 同 工 酶 的 活性 发 生 明 显 的 改变 os。 | 


(6—3 Jal) 〈 数 周至 数 月 ) 
(非特 噶 性 》 
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图 1 “化 学 致癌 过 程 中 肝脏 标志 梅 的 变化 0 


(3) GSH-S-# ® im( GST ) 


催化 药物 、 毒 物 等 亲 电 子 化 合 物 和 GSH 的 结合 ,活力 在 肝脏 最 高 , 肾 、 肺 次 之 , 脑 和 胎 由 
盘 中 也 有 活性 。 肝 中 活力 80% 在 上 清 部 分 [1。 在 大 鼠 各 组 织 中 , 约 有 7 一 10 种 GST 同 
工 酶 ,是 由 不 同 亚 基 组 成 的 纯 二 聚 体 ,各 有 其 等 电 点 ,动力 学 和 免疫 学 特异 性 ,至 少 可 分 成 量 
两 组 。 根 据 Mannervik 和 Jensson 命名 法 ,一 组 HA BL #4, pl HA 9 —10, 44h L, CY,Y,), 
BLCY.Y。) 和 B2(Y.Y。), 旧 名 曾 分 别称 为 连接 蛋白 (ligandin).B 和 AA, 其 Y, 亚 基 的 Mr 时 
¥y 22,000,Y. 为 257000 第 三 组 为 人 及 C 组,DI 为 7 一 9% & HG A. (Y,Y,), ACCYLY)’) A © 
CCYwYw 旧名 曾 分 别称 为 A.C 和 了 D。 其 亚 基 Ye AY,’ 的 Mr 相同 ,都 是 23,500, 2 
Yo! 的 酸性 大 于 Y。 每 组 间 的 两 种 亚 基 之 间 有 交叉 免疫 ,而 BL 组 与 AC 组 的 亚 基 , 即 Y、 时 
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Y。 组 与 YY 组 之 间 没 有 交叉 免疫 。 以 上 六 种 同 工 酶 都 属于 硅 性 蛋白 质 。 在 鼠 肝 上 
| 清 部 分 还 存在 两 种 中 性 或 酸性 的 GST, 其 亚 基 和 人 性质 尚 不 清楚 Cs?1。1984 年 日 本 学 者 佐 
芯 芭 0 又 从 大 鼠 胎盘 中 纯化 了 另 一 种 GST, 称 为 GST-P( 或 GST-P:), 由 两 个 分 子 量 为 
21,500 A Y, 亚 基 组 成 , 具有 等 电 点 为 6.7( 多 数 ).6.3 及 6.0 的 三 种 电荷 异 构 体 , 与 BL 
| 组 及 AcC 组 均 无 交叉 免疫 。GST-P 也 分 布 于 其 他 组 织 , 但 肝 中 含量 最 低 ,而 肾 中 最 高 。AC 
组 中 的 A:(A) 及 BL 组 中 的 B(AA) 是 胎 肝 中 的 主要 型 式 ; 而 GST-P 在 胎 肝 中 含量 甚 低 。 
在 用 二 乙 基 亚 硝 胺 继 以 乙酰 氨基 东 及 部 分 肝 切 除 的 Solt-Farbertss 法 致癌 过 程 中 ， 
GST 总 活力 在 一 周 后 即 开始 增高 ,同时 可 见 GST-P、.A:(A) 和 L: 的 活力 上 升 ,而 GST- 
AC(C) Al C:(D) 则 变化 不 大 ,其 中 以 GST-P 增加 最 为 明显 ,GST-A。 次 之 [21。 用 SDS 
” 聚 丙烯 酰胺 和 等 电 聚焦 双 相 电 泳 也 证 明 ,组 成 GST-P 的 Y。 亚 基 , 以 及 分 别 组 成 GST-A。 
和 L, WY, WY, 亚 基 也 有 相应 的 增加 ,而 Yw' MY. 亚 基 则 变化 极 少 。 这 种 同 工 酶 的 变 
”化 在 增生 结 节 及 酶 变 灶 中 十 分 显著 ,在 高 分 化 及 低 恶性 的 肝癌 中 也 较 明显 。 但 是 随 着 肝癌 
分 化 程度 的 降低 和 恶性 程度 的 增加 ,GST-P、A FUL, 反而 愈 趋 降低 ,因此 它 们 都 是 肝癌 
早期 病变 及 低 恶 性 肝癌 的 酶 学 标志 [081。GST-P 和 A, 的 增高 比 L, 恒定 而 常见, 其 中 A， 
的 增高 可 认为 是 胎儿 型 表达 的 一 种 形式 。 另 一 方面 , 因 GST-A, RL, 可 受 苯 巴 比 妥 (PB)、 
多 氧 代 联 茶 (PCB)、.2,3- 丁 基 -4- 羟 基 苯 甲 栈 (BHA)、3- 甲 基 th 黄 (3/-Me-DAB)、3- 甲 
基 胆 草 (3MC) 及 乙酰 氛 基 贡 (AAF) 等 致癌 剂 及 抗 氧 化 剂 短 期 作用 的 诱导 ;而 GST-P 则 不 
能 被 这 些 化 合 物 短期 诱导 , 故 具 有 较 高 的 特异 性 , 成 为 目前 最 佳 的 肝癌 前 期 指标 [ssys,41。 
BL 组 的 GST, 特 别 是 B, 和 BL, 具 有 较 高 的 GSH 过 氧化 酶 的 活力 。 但 和 硒 依赖 性 的 
GSH 过 氧化 酶 不 同 ,活力 不 依赖 于 硒 , 且 以 有 宙 过 氧化 物 (如 cumene-OOH) 为 底 物 。 由 于 
BL 组 GST 同 工 酶 在 增生 结 节 中 并 不 降低 , 反 略 有 升 高 , 故 结 节 中 GSH 过 氧 化 酶 的 活力 
当 以 cumene-OOH 为 底 物 测定 时 ,也 见 上 升 趋势 , 代 偿 了 硒 依赖 性 过 氧化 酶 活力 的 降 
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现 将 上 述 七 种 主要 GST 的 性 质 ,分 布 及 癌变 时 的 变化 总 结 于 表 4 。 
(4) 葡萄 糖 醋酸 转移 酶 (UDP_GT) 


催化 UDP- 葡 萄 糖 醛 酸 和 药物 .毒物 或 代谢 产物 (如 胆 红 素 .类 固 醇 激素 ) 之 间 的 葡萄 
糖 醛 酸 转 移 反应 ,主要 存在 于 肝脏 的 滑 面 内 质 网 上 ,至 少 有 两 种 分 子 形式 。 能 以 邻 氨基 苯 
酚 、 邻 氨基 葵 甲 酸 或 4- 硝 基 葵 酚 等 为 底 物 者 称 为 o-GT, 而 以 酚 肽 , 胆 红 素 . 振 酮 ,只 酮 等 
为 底 物 者 称 为 pb-GT。o-GT 的 分 子 量 约 54,000,pI 为 6.2; 而 p-GT 的 分 子 量 为 58,000， 
BDI 为 6.6, 免 疫 双 扩散 试验 可 见 两 酶 对 同一 抗体 的 沉淀 线 互相 融合 ,但 抗 o-GT 的 IgG jm 
fil] o-GT 的 能 力 大 于 p-GT5so42431。 

在 大 鼠 个 体 发 生 过 程 中 ,o-GT 在 胚胎 晚期 迅速 上 升 , 出 生前 后 达 高 峰 ,以 后 很 快 下 
降 至 成 年 水 平 。p-GT 在 出 生 后 才 缓 缓 上 升 , 活 力 至 2 一 3 同时 达到 高 峰 , 然后 缓慢 下 降 。 
因此 o-GT 和 p-GT 分 别 被 称 为 胚胎 型 和 新 生 儿 型 5sl。 在 成 年 鼠 肝 中 ,p-GT 的 活力 约 为 
Lo-GT 的 十 倍 ,o-GT 可 被 3-MC,AAF、 二 乙 基 亚 硝 胺 等 致癌 剂 及 抗 氧 化 剂 BHA 所 诱导，， 
而 p-GT 则 受 苯 巴 比 妥 的 诱导 [42y431。 
在 化 学 致癌 的 增生 结 节 中 ,o-GT 的 活力 可 较 正常 高 3 一 4 倍 , 酶 活力 的 升 高 程度 与 
晨 增生 结 节 的 数量 之 间 呈 正 相关 ;而 p-GT 的 活力 仅 升 高 1.3 倍 ,与 结 节 数 量 之 间 没有 平行 
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玫 44 ”大 鼠 组 织 中 七 种 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 的 比较 03534391 


it & Wh B meas 
‘BLA ACH | 
分 子 型 式 BE, Bie. A... AG Aum | P, 
A Ligandin B AA | A & D> - 
亚 基 组 成 可 YY 
分 子 量 (x10-?) 44 .47 50 47 47 47 43 
等 电 点 (pI) 9 一 10 7 一 9 | 6.7(6.3.6.0) 
免疫 性 同 组 间 交 叉 同 组 间 交 叉 不 与 碱 性 型 交叉 
分 布 主要 部 位 肝 肝 睾丸 | 肝 肝 | eed | & 
相对 活力 
以 CDNB* 为 底 物 23.1; 20.8 (418.6) 4:42.38 © 33.5 ae 18,2 
以 DCNB*: 为 底 物 0.02 2 0,02<° 0.02 | 3:94°) 2-61-12 Mea 0.05 
GSH 过 氧化 酶 活力 
LY H.0, 为 底 物 0 0 0 | 0 0 = 
Ycumene-OOH AK] 1.23 3.76 9.76 | 0.22 0.37 0.43 测 不 出 
与 有 机 阴离子 结合 力 
胆 红 素 十 + 十 44+ + | 二 +++ ? ? 
胆 酸 ++ + + 十 十 十 “十 十 十 “十 十 十 ? 
诱导 剂 . PB、PCB BHA 
BHA 3'Me-DAB 
3’MeDAB AAF 
3MC 
AAF 
胎 肝 中 存在 十 + 
癌变 时 变化 1 wer pa 
a. CDNB:1- 氧 -2,4- 二 硝 基 茶 。DCNB:1,2 二 毛 -4- 硝 基 茶 。 
b. Oesch 等 称 为 XX 型 。 ‘ 


关系 。 比 较 不 同 分 化 程度 肝癌 中 的 UDP-GT, 也 发 现在 高 分 化 低 恶性 的 肝癌 中 ,o-GT 显 
著 增 高 ,但 略 低 于 增生 结 节 中 的 活力 ,而 在 中 度 或 低 度 分 化 的 恶性 肝癌 中 ,o-GT 反而 依次 
降低 ,p-GT 的 活力 则 不 论 在 增生 结 节 或 肝癌 中 均 见 减少 ,分 化 越 差 ,减少 愈 明 显 忆 -后 。 
这 些 结果 表明 :o-GT 和 GST-P,GST-A, 一 样 ,也 是 一 个 肝癌 前 期 病变 或 高 分 化 型 肝癌 的 
标志 酶 。 


3. 瘙 痪 中 同 工 酶 谱 改 变 机 制 研究 的 进展 


在 研究 癌 瘤 中 同 工 酶 改变 的 机 制 方向 ,免疫 定量 测定 占有 十 分 重要 的 地 位 ,因为 单纯 
测定 酶 活力 不 能 完全 反映 酶 蛋白 的 多 少 ,不 能 肯定 癌 瘤 中 胎儿 型 .胎盘 型 或 异 位 型 的 表达 
失常 是 否 由 于 酶 蛋白 合成 的 改变 。 最 近 ,Taniguchi[ “比较 了 Y- 谷 氨 酰 转 肽 酶 活力 测定 
和 免疫 定量 测定 的 结果 ,发 现在 正常 鼠 肝 中 ,两 种 测定 结果 基本 一 致 。 有 线性 正比 关系 。 
但 在 肝癌 标本 中 ,免疫 测定 酶 蛋白 的 增多 并 不 一 定 伴 有 活力 的 上 升 ,提示 在 癌 瘤 细胞 中 可 
能 合成 一 种 具有 抗原 特异 性 而 无 催化 能 力 或 活性 降低 的 酶 蛋白 :。 因 而 认为 免疫 定量 测 
定 似乎 更 能 反映 基因 表达 的 多 少 。 


在 已 用 免疫 定量 方法 肯定 异常 表达 的 酶 蛋白 增多 的 基础 上 ,为 了 进一步 阐 Awe 
的 增多 是 由 于 分 解 的 减少 ,还 是 合成 增加 ,而 合成 的 增加 是 翻译 加 强 还 是 转录 出 较 多 的 
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mRNA ,目前 已 有 不 少 作 者 采用 分 子 克 隆 技术 制备 该 蛋白 mRNA 的 cDNA, , 然后 以 cDNA 
为 探 针 ,用 分 子 杂交 法 直接 定量 这 种 特异 的 mRNA。 例 如 Noguchi 等 用 M: 型 PyK 的 
CDNA 来 定量 M:-PyK 的 mRNA ,发 现在 肝 大 部 切除 后 24 小 时 的 再 生 肝 中 Ms:-PyK 的 
mRNA 比 正常 肝脏 增多 2.6 倍 ; 而 在 AH130 吉田 腹水 肝癌 中 又 比 再 生 肝 高 出 150 倍 。 并 
且 证 明 :M:-PyK 酶 活力 的 上 升 略 后 于 mRNA 的 上 升 ,mRNA 因 半 者 期 短 , 下 降 较 快 ,此 
时 酶 活力 仍 可 维持 一 段 相 当 长 的 时 间 。 由 此 可 殉 ,肝癌 中 M:-PyK 酶 活力 的 增高 是 由 于 转 
录 加 强 ,mRNA 合成 增多 , 并 进一步 合成 较 多 Ms-PyK 酶 蛋白 的 结果 。 如 果 这 个 机 制 有 
普遍 意义 的 话 ,就 可 以 认为 癌 瘤 中 胎儿 型 .胎盘 型 或 异 位 性 表达 的 同 工 酶 可 能 是 基因 调控 
失常 而 导致 转录 增加 的 缘故 。 成 年 组 织 中 这 些 同 工 酶 的 基因 本 来 处 于 “静止 ?或 “关闭 ? 状 
态 , 当 细胞 恶变 时 变 为 “活跃 ?或 “开放 ”, 在 某 些 情 况 下 还 可 伴 有 成 年 型 同 工 酶 基因 的 调控 
发 生 相 反 的 变化 。 由 原来 的 “活跃 ?状态 而 变 为 “ 阻 遇 ? 甚 至 “关闭 ”, 结 果 导 致 同 工 酶 谱 表 达 
的 失常 ,至 于 引起 基因 调控 失常 的 原因 ,还 在 积极 研究 之 中 。 


4. 酶 蛋白 本 身 质 的 异常 


癌 瘤 细胞 中 那些 活力 或 合成 速度 发 生变 化 的 酶 蛋白 和 正常 的 相 比 ,究竟 有 无 质 的 变 
化 ?这 是 不 少 研 究 者 颇 感 兴趣 的 问题 。 然 而 迄今 为 止 , 对 属于 单纯 蛋白 的 酶 来 说 ,尚未 发 现 
有 明显 的 结构 差别 , 沽 田 5 LRT TS FRAT SALA AR hi a 酶 A.B 两 种 
亚 基 和 正常 子宫 平滑 肌 中 这 两 种 亚 基 的 氨基 酸 组 成 ,认为 基本 相同 ,提示 一 级 结构 可 能 差 
别 不 大 。 仅 在 圆 三 色谱 测定 中 , 发 现 来 自 肌 瘤 或 肌肉 瘤 的 乳酸 脱氧 酶 ,其 x 螺旋 区 的 百 分 
比 低 于 来 自 正常 平滑 肌 的 相同 亚 基 ,以 肉瘤 中 的 酶 降低 尤 甚 。 作 者 "… 比 较 了 正常 小 鼠 腹 
水 型 肝癌 细胞 中 M: 型 PyK 的 性 质 ,发 现在 分 子 量 , 电 泳 和 层 析 行为 , 热 稳定 性 ,最 适 DH, 
底 物 动力 学 和 几 种 抑制 剂 和 激活 剂 的 动力 学 参数 上 均 十 分 接近 或 完全 相同 ,和 抗 AN 
疫 沉 淀 线 也 完全 融合 。 


(1) 细胞 膜 上 的 糖 蛋白 


近年 来 ,位 于 细胞 膜 上 属于 糖 蛋白 性 质 的 酶 在 癌 瘤 时 的 变化 引起 了 广泛 的 重视 ,其 中 
最 出 色 的 工作 首 推 Y- 谷 氨 酰 转 肽 酶 (Y-GTP)。 此 酶 催化 谷 胱 甘 肽 (GSH ) 中 Y- 谷 BER 
基 的 转移 , 受 体 可 以 是 工 氨基 酸 、 肽 或 另 一 分 子 GSH, 也 可 以 是 水 (水 解 作 用 )。Y-GTP 属 
于 Y- 谷 氨 酰 循环 中 的 第 一 个 酶 ,分 布 在 肾 小 管 腔 刷 状 缘 、 小 肠 绒毛 膜 以 及 胰腺 ,精囊 、 甲 
状 腺 滤 泡 ,胆管 ,脉络 从 ,视网膜 的 上 皮 细 胞 上 ,以 肾脏 中 的 活力 最 高 。 其 功能 可 能 和 和 氛 基 
RNA, MEARS EAA LEA RR, WE WY Mr 4 64,000— 
68,000。 不 同 动物 的 Mr 可 略 有 差别 ,位 对 于 分 子 内 侧 ,其 N 端 约 50 个 氨基 酸 残 基 作 为 锚 肽 
嵌入 细胞 膜 的 脂 质 双 层 中 。 小 亚 基 的 Mr 在 不 同 动物 中 差别 较 大 ,可 从 26,000 至 45,000, 
FF IM It SABRE, HES y-GTP 分 子 的 含 糖 量 约 为 20 一 40% ,不 同 种 属 
和 不 同 组 织 来 源 的 Y-GTP, 其 氨基 酸 组 成 相似 ,免疫 性 相同 ,但 含 糖 量 和 糖 链 结构 都 不 一 
样 ,组 织 差别 较 种 属 差别 更 为 明显 [ssl。 牛 肾 Y-GTP 的 糖 链 结构 已 由 木 尾 -5 阐明 , 它 
全 部 是 天 冬 酰 胶 连 接 型 (IN 糖苷 键 型 ), 结 构 呈 高 度 不 均一 性 ,其 中 38% 为 中 性 寡 糖 链 ， 
62% 为 带 有 1,2 或 3 分 子 唾 液 酸 残 基 的 酸性 宅 糖 链 。 中 人 性 糖 链 为 高 甘露 糖 型 或 带 有 双 天 
线 (biantennary ) 的 复合 型 ;而 酸性 糖 链 为 双 、 三 或 四 天 线 的 复合 型 。 大 部 分 复合 型 糖 链 在 
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(bisect), 并 富 含 作为 非 还 原 性 末端 的 B-N- 乙 酰 气 基 葡萄 糖 。 每 分 子 Y-GTP 平均 含 糖 链 
4.8 分 子 。 分 别 测定 大 小 亚 基 的 糖 链 ,还 发 现 小 亚 基 的 糖 链 总 数 和 复合 型 糖 链 多 于 大 亚 
基 , 但 不 含 高 甘露 糖 型 糖 链 ;而 大 亚 基 糖 链 的 含 糖 量 虽 少 ,都 含 较 多 的 高 甘露 糖 型 糖 链 。 在 
同一 组 织 中 ,不 同 分 子 Y-GTP 的 糖 链 数 目 和 结构 也 可 有 不 同 ,致使 等 电 聚 焦 电 泳 可 呈现 
SARA. KAR Y-GTP 的 糖 链 也 已 清楚 ,将 在 下 文 介 绍 。 

大 鼠 胎 肝 中 y-GTP 的 活力 很 高 ,但 出 生 后 迅速 降低 ,以 致 成 年 鼠 肝 中 的 活力 极 低 。 当 
用 亚 硝 胺 或 偶 氨 染料 诱发 大 鼠 肝 癌 后 四 周 ,Y-GTP 的 活力 可 增高 10 一 100 倍 ,因而 成 为 
实验 性 肝癌 前 期 病变 的 最 佳 标志 酶 之 一 ,移植 性 肝癌 中 Y-GTP 也 明显 增高 ,但 其 活力 与 
恶性 程度 不 成 正比 。 其 他 恶性 肿瘤 如 肺癌 .乳癌 ,膀胱 瘤 也 含有 很 高 活力 
的 Y-GTP547'58] 。 和 

佐 芒 69 从 大 鼠 正 常 肾 脏 、 吉 田 腹 水 肝癌 及 乙酰 氟 基 荔 诱 发 的 肝癌 前 期 增生 结 节 中 提 
纯 了 Y-GTP, 比 较 三 者 的 免疫 性 质 ,发 现 完全 相同 。 用 去 污 剂 提出 的 肝癌 或 结 节 中 的 Y- 
GTP, 其 大 亚 基 较 肾 脏 y-GTP 较 大 ,而 小 亚 基 则 完全 相同 。 当 用 蛋 自 酶 提取 Y-GTP 时 , 肝 
冶 与 肾脏 的 大 小 亚 基 均 分 别 相同 ,然而 , 胎 肝 、 结 节 和 肝癌 中 的 Y-GTP 较 肾脏 YGTP 的 
等 电 点 为 低 , 当 用 神经 氨 酸 酶 切除 糖 链 末 端的 唾液 酸 后 , 则 四 种 不 同 来 WR y-GTP 的 等 电 
点 就 趋向 一 致 , 提示 前 三 者 分 子 的 糖 链 中 含有 较 多 的 唾液 酸 !4s1。 谷 口 (TaniguchiJt47y5557 
也 分 析 了 大 鼠 肾 脏 ,卵黄 圳 肿瘤 、 腹 水 肝癌 AH 66 和 偶 氨 染料 诱发 肝癌 中 的 y-GTP, fae 
发 现 不 同 Y-GTP 制剂 的 所 基 酸 组 成 极为 类 似 , 和 抗 肾 Y-GTP 抗体 的 免疫 沉淀 线 完全 融 
合 , 此 抗体 对 不 同 来 源 Y-GTP 活力 的 抑制 曲线 基本 一 致 ,并 且 肿 瘤 y-GTP 的 免疫 性 也 和 
正常 鼠 肝 及 胎 肝 完全 相同 。 但 卵黄 训 肿 瘤 和 AH 66 中 的 Y-GTP 所 含 的 已 糖 和 氨基 已 糖 
WW eS AE y-GTP 明显 增多 , 尤 以 已 糖 为 甚 , 可 高 出 肾脏 两 倍 。 比 较 人 类 原 发 性 肝癌 和 非 瘤 
正常 区 的 Y-GTP, 也 发 现 其 氨基 酸 组 成 基本 相同 ,Mr 和 pPI 也 相同 。 但 肝 y-GTP WHR 
基 葡 萄 糖 含量 为 正常 区 Y-GTP 的 三 倍 , 用 对 不 同 糖 基 具 有 特殊 亲和力 的 各 种 植物 凝集 
素 ,可 发 现 这 两 种 Y-GTP 的 结合 曲线 都 是 不 同 的 ,提示 它们 分 子 中 各 种 糖 基 的 含 量 比例 
不 同 ( 表 5 )545。 

木 必 (55 鉴于 糖 蛋白 糖 链 结构 的 组 织 特异 性 ,提出 肝癌 中 Y-GTP 的 糖 链 不 应 和 肾脏 的 
y-GTP 而 应 和 正常 肝脏 的 Y-GTP 比较 ,才能 获得 其 结构 是 否 改变 的 结论 。 他 用 脐 解 法 分 
离 提 纯 了 正常 鼠 肝 和 AH 66 中 y-GTP 的 寡 糖 链 ,测定 了 两 者 的 数量 和 糖 基 顺 序 ,发现 有 
明显 的 不 同 ( 表 6 ,图 2 ), 可 归纳 如 下 :(1) 每 分 子 正常 鼠 肝 Y-GTP(L-YGT) 中 的 糖 链 总 
数 低 于 AH 66 肝癌 的 Y-GTP(A-YGT), 约 为 其 25%;(2) L-YGT 的 糖 链 全 部 为 带 有 硬 
液 酸 的 酸性 糖 链 ,而 A-YGT 则 含 28% 不 带 唾液 酸 的 中 性 糖 链 ;(3) 虽然 A-YGT 中 带 有 
单 \, 双 、 三 个 唾液 酸 的 糖 链 百 分 比 均 低 于 L-YGT, 但 因 其 糖 链 总 数 为 L-YGT 的 三 倍 以 及 
含有 带 4 个 唾液 酸 的 高 酸性 糖 链 , 故 每 分 子 A-YGT 中 唾液 酸 的 含量 约 为 L-YGT 的 三 倍 
(4) A-YGT 含 16% 的 高 甘露 糖 型 糖 链 ,而 L-YGT 完全 没有 ;(5) L-YGT 中 三 天 线 或 四 
天 线 的 糖 链 常常 有 GalB1->4GlcNAcB1->GalB1->4GlcNAcB1-> 的 重复 顺序, 而 在 A-YGT 
中 不 能 发 现 ;(6) A-YGT 糖 链 中 三 个 甘露 糖 核心 昌 和 L-yGT 一 样 ,但 前 者 的 外 周 部 分 常 
缺失 Gal;(7)A-YGT 糖 链 核心 的 B 甘露 糖 残 基 上 约 40% 带 有 GIcNAc 的 分 又 ,而 L-YGT 
中 完全 没有 这 种 分 叉 的 糖 基 。 这 些 结果 说 明 肝癌 y-GTP 经 核糖 体 翻译 合成 的 过 程 中 ,其 
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325) 人 类 肝癌 和 非 肝 瘙 区 域 Y-GTP 性 质 的 比较 [61 


指 标 sy 肝 癌 区 非 肝癌 区 
分 子 量 | 
大 亚 基 64,000 64,000 
小 亚 基 26,000 26,000 
等 电 点 ; 
神经 氨 酸 酶 处 理 前 3.7 一 3.9 3.7 一 3.9 
不 均一 性 ,但 区 带 图 谱 不 同 
神经 氨 酸 酶 处 理 后 5.7 5.7 
均一 性 ,区 带 相同 
在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 的 迁移 率 相同 
氨基 酸 组 成 相同 
氨基 萄 葡 糖 (nmole/mg 蛋白 ) 362 185 
结合 于 植物 抗 凝 素 的 量 
伴 刀 豆 球 蛋白 (ConA) 低 高 
RBREA(WGA) 高 低 
植物 血 凝 素 (PHA) 高 低 
海 狸 豆 凝 集 素 (CB) 高 低 
RCA-120 


表 6 正常 鼠 肝 和 AH co 腹水 肝 痛 细胞 中 Y-GTP Gy Nee eee OSE AN EE BRL") 


糖 链 数 及 种 类 | 正常 鼠 肝 | AH 66 
糖 链 总 数 (分 子 / 分 子 酶 ) 3.7 14.0 
酸性 糖 链 总 量 (%) 100 72 
单 唾液 酸 41 27 
双 唾 液 酸 46 30 
三 唾液 酸 13 8 
: 四 唾液 酸 0 7 
唾液 酸 含量 (分 子 / 分 子 酶 ) 6.0 19.5 
各 类 糖 链 分 子 比 (%) 
4 高 甘露 糖 型 (%) 0 16 
复合 型 总 量 (%) 100 84 
MRK 42(0) 59(39) 
SRR 33 13 
四 天 线 : 1r 12 
三 及 四 天 线 含有 重复 程序 14 0 


括号 内 的 数字 指 双 天 线 而 在 B 甘露 糖 残 基 上 带 有 N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 的 糖 链 数 。 


糖 基 的 添加 发 生 了 异常 ,如 糖 链 因 合成 不 完全 而 缩短 ,唾液 酸 和 半 乳 糖 缺 失 , 但 糖 链 总 数 
增加 , 伴 有 甘露 糖 核心 上 附加 糖 基 的 分 又 观 象 。 

其 他 癌 瘤 如 乳腺 癌 和 肾 癌 甚至 病毒 转化 细胞 中 的 Y-GTP 也 有 糖 链 结构 改 变 和 唾液 
酸 含量 增加 的 现象 Cs) 。 换 句 话说 ,在 癌 瘤 中 由 于 Y-GTP 翻译 后 修饰 不 同 , 形 成 了 一 类 酶 
蛋白 相同 而 糖 链 不 同 的 次 生性 同 工 酶 。 

用 4 一 30%% 聚 丙烯 酰胺 梯度 凝 胶 电 泳 可 将 血清 Y-GTP 分 成 12 一 13 条 酶 带 。 自 阳极 
@27AAIL ILI’, 0—U,W..W..W. & 磷 、 而 有 时 尚 出 现 工 。 这 些 酶 可 能 来 自 肝 
脏 , 因 它们 的 抗原 性 是 相同 的 ,都 能 和 抗 肾 Y-GPT 抗体 起 反应 [4s,s1, 故 认为 它 们 主要 因 
糖 链 数目 的 组 成 不 同 ,引起 分 子 量 和 电荷 的 差别 而 造成 分 子 的 多 形 性 。 酶 带 I4.I RI” 


人 2 和 > 


GalB1>4GlcNAcB1>2Mana1 Ng 分 子 比 例 
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(a) 正常 鼠 肝 中 y-GTP 穿 糖 链 的 结构 
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4 ; 12% 
Manf1-R, 
.酸性 糖 链 
(GleNAcB1—2),_-,Mana1 
i; oss MarB1>R, 
Siaa2—-5GalB1-4G]1cNAcB1—2Manai1 
(3) 
+GleNAcB1 47% 
(GalB1—4),_, -~ GleNAcB1—-2Mana1 4 
: { ‘$ManB1>R. wR 
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(b) AM AH 66 腹水 肝癌 中 Y-GITP 寡 糖 链 的 结构 
图 2 正常 鼠 肝 (a) 和 人 了 66 腹水 肝癌 中 Y-GTEP Ree A 
Sija :唾液 酸 ;Gal: 半 乳糖 ;GlcNAc:N- 乙 酰 氨基 萄 葡 糖 ;Man :甘露 糖 。 及 =4GlcNAcBl 一 4GlcNAci 
i ee ee ee 


130 + 


—"r-— —— | 


为 原 发 性 肝癌 所 特有 te, 称 为 NovelY-GTP, 其 抗原 性 也 和 肾脏 y-GTP HY, at 7B 
可 能 是 上 述 改变 后 的 分 子 糖 链 所 引起 的 特殊 酶 带 。 
细胞 膜 上 另 一 种 研究 较 多 的 酶 是 芳香 酰胺 酶 (AAm), 它 属于 N- 氨 肽 酶 的 一 种 ,催化 
肽 链 氨 基 末 端 中 性 氨基 酸 的 水 解 ,也 可 水 解 芳香 胺 类 和 中 性 氨基 酸 (如 丙 氨 酸 、 亮 氨 酸 ) 形 
成 的 酰胺 。 同 时 存在 于 高 尔 基体 膜 和 内 质 网 膜 ,但 它 和 亮 氛 酸 氨 肽 酶 有 不 同 的 免疫 性 ,后 
者 除 位 于 细胞 膜 外 ,主要 存在 于 胞 液 中 "”:)。 人 类 不 同 组 织 来 源 的 AAm, 在 pH8.3 介 质 
中 电泳 时 ,迁移 率 为 胎盘 > 肝 > 之 肾 之 肺 > 小 肠 。 但 它们 的 分 子 量 约 为 24,000, 动 力学 数据 
干 分 接近 或 相同 。 和 抗 肾 或 抗 胎盘 AAm 抗体 反应 的 免疫 沉淀 线 完 全 融合 [se90 ,胎盘 、 肾 、 
小 肠 AAm 的 氨基 组 成 也 相差 无 几 [e5, 故 认为 不 同 组 织 中 AAm 的 主要 差别 可 能 是 糖 链 
上 唾液 酸 量 的 不 同 。 从 人 类 肾 癌 中 提纯 的 AAm, 其 分 子 量 . 米 氏 常 数 . 最 适 DH A HA BRR 
素 的 稳定 性 、 受 两 价 金属 离子 的 影响 ` 某 些 氨基 酸 或 王 基 试剂 的 抑制 率 以 及 免疫 特性 完全 
和 正常 肾脏 的 AAm 相同 ,只 有 电泳 速度 较 正常 的 AAm 快 ,TEAE 层 析 柱 上 被 洗 脱 的 液 
量 也 较 多 ,而 与 胎盘 AAm 接近 。 如 用 神经 氨 酸 酶 处 理 , 则 肾 癌 和 正常 肾 AAm 的 电荷 差别 
就 完全 消失 [ee1。 进 一 步 用 TEAE 可 将 其 他 正常 组 织 及 相应 癌 瘤 的 AAm 分 成 2 一 4 个 
活性 峰 (I. .II 及 工 ), 肝 癌 , 胃 癌 、 肺 癌 的 AAm 分 别 和 正常 组 织 相 LE LLL. 除 活性 
峰 的 数目 不 等 外 ,普遍 有 峰值 右 移 的 现象 ,提示 人 类 各 种 瘤 瘤 中 AAm 的 负电 荷 增 加 。 同 
样 ,神经 氨 酸 酶 处 理 也 可 使 正常 及 癌 瘤 组 织 中 的 AAm 活性 峰 左 移 , 并 消除 分 子 的 不 均一 
性 ,只 呈现 一 个 正常 肾脏 AAm-L, 重合 的 活性 峰 , 充 分 证 明 癌 瘤 中 AAm 的 唾液 酸 含量 增 
,加 Cs。 但 这 些 实验 并 未 阐明 AAm 糖 链 上 中 性 糖 基 的 差别 。 作 者 5e*'e1 曾 从 正常 小 鼠 肾 、 
肝 及 HepA 腹水 肝癌 中 分 别 纯化 AAm, 比较 三 者 的 性 质 , 也 主要 呈现 其 糖 链 有 些 差别 ( 表 
7 )。 有 肝癌 AAm 较 正常 肝 AAm 的 糖 含量 较 低 ,唾液 酸 也 较 少 ,以 致 肝癌 AAm 带 有 较 少 
的 负电 荷 , 引 起 电泳 迁移 率 降低 及 DEAE 纤维 素 层 析 柱 上 较 易 洗 脱 的 现象 。 至 于 两 者 受 ， 
Co* 激活 , 受 茉 丙 氨 酸 抑制 的 数据 不 同 的 原因 , 可 能 是 由 于 糖 基 的 多 少 不 同 引 起 空间 结 
构 的 微小 差别 以 致 对 效应 剂 的 亲和力 不 同 , 而 小 鼠 HepA 肝癌 中 的 AAm 含 唾 液 酸 少 于 
正常 鼠 肝 AAm 的 现象 与 人 类 肝癌 不 同 ,其 原因 可 能 是 种 属 差异 或 肝癌 种 类 的 不 同 所 Be. 
上 述 癌 瘤 中 ,Y-GTP 和 AAm 发 生 糖 链 合成 不 完全 的 现象 ,在 分 泌 性 糖 蛋白 分 子 中 也 
可 发 生 , 如 从 卵 集 性 癌 和 支气管 肺泡 腺 癌 中 分 泌 出 来 的 异 位 性 淀粉 酶 和 正 常 颌 下 腺 的 
淀粉 酶 比较 ,也 发 现 有 外 周 糖 链 中 半 乳 糖 和 岩 藻 糖 的 缺失 "1。 


(2) 溶 酶 体 中 糖 蛋白 


在 癌 瘤 的 溶 酶 体 中 , 某 些 化 学 本 质 为 糖 蛋白 的 酶 活力 可 见 明 显 升 高 , 尚 伴 有 糖 链 或 
《和 ) 和 蛋白 部 分 的 磷酸 化 修饰 。 

芳香 硫酸 酯 酶 (AS) 有 两 型 同 工 酶 ,A 型 催化 硫酸 脑 昔 脂 中 硫酸 基 的 水 解 ,而 了 B 型 的 
底 物 是 氨基 多 糖 中 N- 乙 酰 氨基 半 乳 糖 -4- 硫 酸 。 两 型 之 间 无 交叉 免疫 ,它们 可 用 DEAE 
纤维 素 从 正常 人 肺 的 溶 酶 体 中 分 离开 来 。A 型 的 pI (RF BAY), Bee 明 :在 多 种 
原 发 性 肺癌 中 ,AS 的 活力 约 较 相 应 未 被 侵 润 的 正常 组 织 为 高 ,其 中 尤 以 了 B 型 活力 的 上 升 
更 为 普遍 而 明显 。 在 外 科 切 除 的 肺癌 标本 中 , 除 ALB 两 型 外 ,出 现 了 一 种 pPI 介 于 A.B 之 
间 的 同 工 酶 。 因 其 免疫 性 和 其 他 理化 性 质 和 了 型 相同 , 称 为 B, YB, 型 同 工 酶 在 正常 白 
细胞 中 也 可 发 现 , 且 在 慢性 蓝 绍 胞 白血病 的 白 细 胸 中 明显 增高 ”1。 


‘dst 


7 = AAm 站 


~ 


指 标 正常 小 鼠 肾 ES BF | HepA Fit 
匀 浆 比 活性 (单位 /mg 蛋白 质 ) 1.42 0.25 |: Satay 
DEAE 年 维 素 层 析 时 NaCl 洗 脱 液 浓 度 (mol/D) 
神经 氨 酸 酶 处 理 前 i es 0.23 ki a te 
处 理 后 0.12 0.12 0.22” 
在 宗 丙 烯 酰 胶 凝 胶 电 泳 上 的 相对 迁移 率 
神经 氨 酸 酶 处 理 前 0.30 0.48 0.37 
处 理 后 0.30 0.30 0.30 
fz SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 上 的 相对 迁移 率 0.20 0.20 0.20 
分 子 量 
2 


L-% Ae -B-ARS Km 
1mmol/LCo** is (%) 
10mmol/L #AARiM (%) 
BAAR Ki 

尿素 半 失 活 浓度 

SEEN 

免疫 性 质 


9. a we oe 9.5x10°° 


213,000 | 201, 29 208 , 000 
ht 33 
完 全 


| 
| 
| 
亚 基数 | 2 
Ps 
| 


FE Dk 2: Bo PS Bs Ach BOR Aa Bk TE ae Ae ai SA By, FY 1 A fag Oa 2 ii 
但 pl SRF RRA BM, ALB, 分 子 中 的 磷酸 基 团 是 其 PI 低 于 也 型 的 原因 之 一 。 如 再 
用 内 切 B-N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖苷 酶 联 ( 内 切 糖 苷 酶 H ) 切 除 B: 分 子 中 高 甘露 糖 型 链 (其 末 


端 带 有 唾液 酸 ) 后 , 则 其 pI 可 增高 至 完全 和 了 型 一 样 由 此 可 以 认为 B, 型 的 pI 低 于 了 型 “ 


的 原因 也 与 分 子 糖 链 的 磷酸 化 及 带 有 唾液 酸 有 关 。 进 一 步 用 P?? 磷酸 盐 给 与 移植 人 类 肝 
癌 的 裸 鼠 ,使 P ”标记 肝癌 中 的 AS, 再 用 免疫 沉淀 法 纯化 B, 型 AS, 经 内 切 糖苷 酶 再 处 
理 , 可 在 蛋白 及 糖 链 两 个 组 分 中 都 发 现 P”“ ,前 者 标记 在 丝氨酸 及 苏 氢 酸 残 基 上 ,后 者 标记 
在 甘露 糖 的 Cs 上 ,证 明 肺 癌 中 Bi,-AS 的 蛋白 质 及 糖 基 都 发 生 了 磷酸 化 ,形成 磷 酸 修饰 的 
次 生性 同 工 酶 "…。 

B 葡萄 糖 醋酸 酶 (B-GL) 水 解 氨基 多 糖 非 还 原 性 未 端的 B 葡萄糖 背 键 。 此 boa 
mH ee a Be. RR EAA RL RL iti he BY B-GL 较 正 常 肺 
B-GL 有 较 大 的 不 均一 性 ,其 主 带 的 pI 近 于 8 , 碱 性 磷酸 酶 可 以 去 除 酶 分 子 上 的 酸性 成 分 
而 使 均一 性 增加 ,而 内 切 糖 彰 酶 孔 则 能 切除 所 有 导致 不 均一 性 的 酸性 成 分 ,使 EI B-GL 
的 迁移 率 和 正常 肺 的 B-GL 一 致 。P“ 标 记 法 也 同样 证 明 酶 分 子 糖 链 中 不 均一 的 磷酸 化 是 
造成 分 子 多 形 性 的 主要 原因 。 牧 田 认为 : 糖 蛋白 在 翻译 后 演变 成 熟 的 过 程 中 ,磷酸 化 糖 基 
”的 添加 可 能 是 糖 链 生物 合成 中 正常 的 中 间 步 又 ;而 癌 肿 B-GL 中 磷酸 化 糖 链 的 出 现 提 示 ， 
酶 分 子 糖 链 成 熟 缺 陷 或 阻 断 从 而 产生 未 成 熟 的 糖 链 以 及 前 述 的 糖 链 缩短 可 能 都 属于 去 分 
{EB “i” LA?) 
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癌 瘤 组 织 中 糖 蛋白 糖 链 的 结构 异常 是 一 种 普遍 的 现象 ,不 但 存在 于 酶 中 ,也 发 生 在 非 
酶 的 蛋白 质 中 ,如 肝癌 细胞 中 的 维生素 Bls 结合 蛋白 和 纤维 蛋白 愿 的 糖 链 中 也 有 唾液 酸 
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残 基 的 增加 ,而 且 不 少 作 者 也 报道 了 癌 瘤 细胞 膜 表面 的 糖 脂 也 有 糖 链 结构 的 变化 。 有 理由 
认为 , 糖 链 结构 的 异常 是 有 关 糖 链 合成 的 糖 基 转 移 酶 类 和 有 关 糖 链 分 解 的 糖 苷 酶 类 平衡 
失常 的 结果 ,因此 研究 这 两 类 功能 相反 的 酶 在 癌 瘤 时 的 变化 将 有 助 于 阐明 糖 蛋 白 糖 链 结 
构 异 常 的 机 制 。 然 而 ,目前 对 糖苷 酶 的 研究 较 少 ， 故 本 文 仅 从 两 种 糖苷 转移 酶 为 例 来 介绍 
f 这 类 酶 在 癌 瘤 组 织 和 患者 血清 中 的 变化 。 


1. 半 乳 糖苷 转移 酶 (Gal-T) 


此 酶 主要 存在 于 细胞 表面 膜 和 高 尔 基体 膜 , 催化 UDP-Gal 中 的 半 乳 糖 基 转移 至 寡 糖 


链 受 体 ,使 糖 链 得 以 延长 。 如 受 体 是 N- 糖 苷 键 型 的 糖 蛋白 糖 链 ,其 末端 常 是 N- 乙 酰 氮 基 
葡萄 糖 ; 受 体 是 o 糖苷 键 型 的 糖 链 时 , 则 其 末端 一 般 是 N- 乙 酰 氨 基 半 乳 糖 或 N- 乙 酰 氨基 
葡萄 糖 ,也 可 以 是 另 一 分 子 的 半 乳 糖 ;而 受 体 是 糖 脂 ( 如 带 有 神经 酰胺 的 神经 节 苷 脂 ) 时 ， 
其 末端 常 为 葡萄 糖 或 乙酰 氨基 半 乳 糖 。. 半 乳糖 和 受 体 未 端 糖 昔 的 结合 ,又 可 有 不 同 的 异 构 
体 (1->4,1->6,1->3) 及 异 头 体 (a 或 B)。 这 些 众多 的 复杂 反应 是 由 一 系列 的 Gal-T 所 催 
化 ,但 其 种 类 和 底 物 特异 性 尚 不 清楚 。 从 广义 或 单 从 供 体 的 角度 来 说 ,这 些 酶 也 属于 同 工 
酶 的 范畴 。 乳 糖 合成 酶 也 能 催化 UDP-Gal 和 蛋白 质 糖 链 中 N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 的 反应 ,也 
是 Gal-T K— Fh”), 

关于 总 瘤 组 织 中 Gal-T 活性 的 报告 很 不 一 致 , 随 总 瘤 部 位 、 细 胞 类 型 乃至 测定 用 的 
受 体 底 物 的 不 同 而 有 差别 。Makita 报道 : 当 以 去 唾液 酸 牛 售 下 腺 烙 蛋 白 为 受 体 底 物 时 ,各 
型 肺癌 和 正常 肺 组 织 中 Gal-T 的 活性 并 无 显著 差别 ;但 以 去 唾液 酸 和 半 乳 糖 的 胎 儿 和 蛋白 
CASGF ) 为 受 体 底 物 时 , 则 可 发 现 肺癌 ` 子 宫 癌 及 膀胱 癌 中 Gal-T 较 其 邻近 正常 组 织 明 显 
增高 ,能 分 泌 粘 蛋白 的 肺 腺 癌 和 子宫 腺 癌 分 别 比 不 分 泌 的 扁平 上 皮 性 肺癌 和 其 他 类 型 的 
子宫 瘤 更 为 明显 。 但 用 同一 底 物 测定 消化 道 腺 癌 时 , 则 未 发 现 和 对 照 组 织 存在 有 意义 的 差 
别 ,甚至 也 有 降低 的 报道 。 人 类 转移 性 肝癌 中 的 Gal-T 也 是 降低 的 。 至 于 有 关 Owe 
Gal-T 的 活力 的 研究 甚 少 ,个 别 报道 认为 小 鼠 艾 氏 腹水 癌 中 以 糖 蛋白 为 受 体 的 Gal-T 以 
及 乳腺 癌 中 的 乳糖 合成 酶 的 活性 增高 , 且 后 者 不 再 受 肉 二 醇 或 生 乳 素 等 激素 的 诱导 [1。 

Kimte;77 用 ASGF 为 底 物 测 定 了 人 血清 中 的 Gal-T, 发现 肝脏 疾病 .主要 是 乙醇 性 
肝 损 害 及 肝炎 时 此 酶 活力 升 高 ,而 其 他 疾病 则 在 正常 活力 范围 以 内 。Podolsky5s791 等 用 
同样 底 物 测定 ,也 报道 了 癌 瘤 患者 血清 的 Gal-T 活力 虽 略 高 于 正常 ,但 与 非 瘤 疾 病 相 比 ， 
并 无 统计 学 上 的 意义 。 他 进一步 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 血 清 中 的 Gal-T, 发 现 正常 人 

只 有 一 条 酶 带 , 称 Gal-T I ,而 73 一 83% 的 某 些 癌 瘤 患 者 则 多 出 一 条 泳 动 较 慢 的 Gal-TI， 

其 活力 仅 占 总 活力 的 5 一 20%reol。 将 GalT- I KURA SLRS ER REM AMS 
糖 量 、 糖 链 组 成 和 动力 学 ,结果 都 不 相同 ,提示 它们 可 能 是 不 同 基因 位 点 调控 的 原 级 同 工 
Ag, HF Gal-TI 也 存在 于 瘤 性 渗 出 液 而 在 良性 渗 出 液 中 不 能 检 出 , 故 认为 该 酶 来 自 
癌 细 胞 , 可 作 鉴 别 渗 出 液 为 良性 或 恶性 的 指标 ,而 胎儿 肠 粘膜 ,未 成 熟 的 肠 隐 窝 细 胞 中 售 
AGal-T I ,而 成 人 肠 粘膜 绕 毛 顶端 分 化 成 熟 的 上 皮 细 膜 中 只 有 Gal-T I ,没有 Gal-TI， 
故 可 以 认为 它 是 一 种 癌 胎 儿 蛋 白 cao,s2。 


2, 唾液 酸 基 转 移 酶 (ST) 
将 CMP- 唾 液 酸 中 的 唾液 酸 (SA ) 基 团 转 至 糖 蛋白 或 神经 节 音 脂 的 糖 链 末端 。 如 以 糖 
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蛋白 的 N- 糖 苷 键 糖 链 为 受 体 , FR i FS EF FL BG, TG  SAa2—>6Gal 或 SAa2~~3Gal 连接 
键 。 如 受 体 糖 链 为 o 糖苷 键 型 , 则 SA 也 可 连 在 乙酰 氟 基 半 乳 糖 上 形成 SAa2->6GalNAc 
连接 键 ; 而 受 体 为 神经 节 苷 脂 时 , 则 SA 一 般 连 接 在 半 乳 糖 (形成 SAa2->3Gal 连 接 ) 或 另 
一 分 子 的 SA 上 (形成 SAa2—8 SA 连接 ), 故 ST 和 其 他 糖 基 转 移 酶 一 样 ,也 有 多 种 类 型 的 
同 工 酶 (广义 的 )。 目 前 已 提出 了 五 种 不 同 底 物 特异 性 的 ST, 它 们 也 主要 位 于 高 尔 基体 及 
细胞 表面 膜 上 5 )。 
富 城 …… 总 结 了 各 种 病毒 转化 细胞 ,动物 和 人 类 瘤 瘤 中 以 糖 蛋白 为 受 体 的 ST 的 活 
力 ,也 发 现 和 Gal-T 一 样 ,不 同 瘤 株 和 不 同 底 物 呈现 不 同 的 结果 。 一 般 说 来 ,在 大 鼠 实验 
性 肿瘤 中 ,ST 活力 较 正 常 的 相应 组 织 降低 或 不 变 ; 而 人 类 结 肠 癌 和 卵巢 癌 的 ST, 当 以 去 
唾液 酸 胎 儿 和 蛋白 为 底 物 时 ,可 见 活性 升 高 。 但 这 些 结果 尚 不 足以 解释 癌 瘤 糖 蛋白 糖 链 末 端 
SA 残 基 增 多 或 减少 的 机 制 。 
尽管 癌 瘤 组 织 中 的 ST 变化 不 定 , 但 血清 中 的 ST 活力 从 现 有 的 报道 来 看 ,几乎 没有 
例外 地 增高 ,包括 大 鼠 乳 癌 、 接 种 人 黑色 素 瘤 的 裸 鼠 .人 类 消化 系统 癌 肿 .黑色 素 癌 和 
HRB BAW iis. 


用 TritonX100 从 正常 鼠 肝 和 3- 甲 基 奶油 黄 诱发 的 大 鼠 肝癌 中 提取 B- 半 乳糖 苷 (a2~> 
6) 唾 液 酸 基 转 移 酶 ,经 磷酸 纤维 素 柱 分 离 , 可 见 正常 肝 ST 有 两 个 洗 脱 峰 , 工 和 工 ; 而 肝癌 
HST 只 有 一 个 洗 脱 峰 与 正常 ST 的 峰 工 吻合 。 用 神经 氮 酸 酶 处 理 正 常 鼠 肝 ST, 可 使 峰 I 
的 洗 脱位 置 移 后 而 与 峰 工 吻合 ,而 峰 工 的 洗 脱 位 置 不 变 。 可 见 ST 峰 工 本 身 也 是 一 个 带 有 


| 正常 人 血清 
500/- a 


AF i (AH—130) 
大 鼠 血 清 


\ 
| 了 


20 


收集 音 与 
3 正常 和 肝病 大 鼠 血 清 中 唾液 酸 转移 酶 和 N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 转移 酶 的 葡 聚 糖 G200 HEA 
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* 134 - 


唾液 酸 糖 链 的 糖 蛋 白 , 而 峰 工 则 不 带 唾液 酸 。 但 两 种 形式 ST 的 区 别 不 单 是 唾液 酸 的 有 
无 , 峰 工 的 分 子 量 和 热 稳定 性 均 大 于 峰 I ,对 底 物 CMP- 唾 液 酸 的 Km 也 大 于 峰 工 。 但 两 
者 的 免疫 性 没有 区 别 , 因 此 峰 工 和 峰 I 是 属于 原 级 抑或 次 生性 同 工 酶 尚 有 待 于 研究 。 有 趣 
的 是 , 峰 工 及 去 唾液 酸 的 峰 工 可 被 ST 自身 催化 ,使 其 糖 链 末端 加 上 唾液 酸 5 。 立 木 提 出 ， 
有 唾液 酸 而 分 子 量 较 小 的 峰 I 可 能 是 酶 的 活性 形式 ， 缺 唾液 酸 而 分 子 量 较 大 的 峰 工 是 峰 


as 的 前 身 , 经 过 自身 催化 及 蛋白 酶 解 作用 转变 成 峰 Itssl。 肝癌 中 缺乏 峰 工 只 有 峰 I ,也 许 - 


可 用 以 说 明 肝癌 中 ST 活力 升 高 和 某 些 糖 蛋白 糖 链 末端 唾液 酸 残 基 增 加 的 现象 。 

肝癌 和 正常 肝 组 织 中 SIT 同 工 酶 谱 的 区 别 可 否 用 于 肝癌 的 诊 断 也 有 人 作 了 试探 。 
Tsuikic (立木 ) 用 .Sephadex G 200 层 析 柱 分 离 正常 和 AH130 肝癌 大 鼠 血清 的 ST 及 N- 
乙酰 氟 基 葡萄 糖 基 转移 酶 ,结果 如 图 3 所 示 : 正 常 鼠 血清 中 这 两 种 酶 的 分 子 量 较 大 , 呈 单 
活性 峰 , 而 肝癌 鼠 血 清 中 则 两 种 酶 都 有 两 个 活性 峰 ,其 中 一 个 活性 峰 的 分 子 量 低 于 正常 鼠 
血清 中 相同 酶 的 分 子 量 。 虽 然 这 个 工作 还 刚刚 开始 ,目前 还 不 知道 这 两 个 酶 活 性 峰 的 来 
源 、 结 构 差 别 及 相互 关系 ,但 都 展示 了 利用 酶 谱 的 不 同 来 诊断 疾病 的 可 能 性 。 
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农业 生物 化 学 的 研究 进展 


a] f & 
(北京 农业 大 学 植物 生化 教研 室 ) 
一 、 作 物品 种 的 鉴定 四 、 植 物 的 抗 盐 性 
二 、 种 子 储藏 蛋白 的 研究 五 、 植 物 的 抗 病 性 
， 三 、 植 物 的 抗 寒 性 六 、 豆 科 植 物 的 共生 固氮 作用 


农业 生物 化 学 起 源 很 早 ,Liebig 在 1840 年 著 的 有 机 化 学 应 用 于 农业 及 生理 学 ?就 涉 
及 到 农业 生化 。 但 是 农业 生化 发 展 缓慢 , 远 较 医学 生化 为 落后 。 不 过 ,近年 来 随 着 农业 现 
代 化 的 进展 ,在 农业 科学 的 各 个 领域 中 ,生物 化 学 的 研究 日 益 开展 起 来 ,很 多 基础 理 论 得 
到 阐明 ,有 的 逐步 接近 分 子 水 平 ;有 些 在 应 用 方面 取得 一 定 效果 。 现 在 我 们 仅 就 生物 化 学 
在 作物 的 品种 鉴定 、 种 子 的 储藏 蛋白 ,植物 的 抗 寒 性 、 抗 盐 性 、 抗 病 性 以 及 豆 科 植物 共生 固 
所 作用 等 方面 的 研究 趋势 作 一 简单 介绍 。 当 然 农业 生化 涉及 的 方面 十 分 广泛 , 除 ERA 
题 外 ,在 畜牧 ,兽医 ,昆虫 .蚕桑 、. 鱼 类 等 生化 也 有 大 量 研究 ,因此 本 文 介 绍 的 很 不 全 面 ,只 
能 看 作 是 农业 生化 研究 的 一 小 部 分 。 我 国 农 业 生化 虽然 起 步 晚 ,但 今后 也 必 将 在 OLE 
设 的 进程 中 作出 应 有 的 贡献 。 


一 、 作 物品 种 的 鉴定 


“作物 品种 鉴定 在 农业 上 是 一 个 很 重要 的 问题 。 传 统 方法 是 将 各 种 作物 品种 分 别 在 田 
间 栽 培 , 根 据 它 们 的 形态 特征 进行 鉴定 。 这 种 方法 需要 土地 ,并 耗费 时 间 和 人 力 ,因而 迫 
切 需 要 可 以 在 实验 室 进行 鉴定 的 方法 。 电 泳 法 就 是 一 种 有 效 的 方法 ,近年 在 欧洲 已 广泛 
应 用 。 最 近 Cooke(1984) 总 结 了 作物 品种 鉴定 的 电泳 技术 "1。 

作物 种 子 蛋白 分 为 清 蛋 白 、 球 蛋 自 \ 醇 深 蛋 自 及 谷 蛋 自 四 大 类 。 禾 谷类 中 的 储藏 蛋白 
主要 为 醇 溶 蛋白 , 豆 类 则 为 球 蛋白 。 以 小 麦 储藏 蛋白 为 例 , 可 以 用 电泳 将 其 麦 醇 溶 蛋白 分 
为 40 一 50 个 组 分 。 这 些 组 分 在 不 同 品种 中 是 不 同 的 。 麦 醇 溶 蛋白 的 组 分 是 品 种 的 一 个 
特性 ,在 英国 已 将 生产 中 使 用 的 54 个 小 麦 品 种 用 电泳 进行 了 鉴定 ,所 有 蛋白质 的 区 带 都 
已 编 出 号 码 , 并 制定 出 检索 表 。 根 据 某 一 品种 的 蛋白 区 带 即 可 查 出 它 属于 什么 品 种 。 现 
在 并 用 电子 计算 机 进行 了 数据 的 储存 和 查找 。 

现在 常用 的 电泳 法 有 下 列 几 种 :(1) 淀粉 胶 电泳 ,在 乳酸 缓冲 液 中 进行 !(2) 聚 丙烯 
酰胺 凝 胶 电 泳 , 在 乳酸 缓冲 液 中 进行 ; (3) SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 8(4) 超 薄 等 电 聚 焦 
(UTLIEF);(5) 双向 电泳 ( 逐 PAGE/SDS PAGE 或 IEF/SDS PAGE)。 双 向 电泳 可 以 
大 大 提高 分 辩 率 ,有 利于 品种 的 鉴定 。 

同 工 酶 也 可 以 用 于 品种 的 鉴定 ,如 大 麦 ,小 麦 、 燕 麦 等 可 以 比较 酯 酶 ,酸性 磷酸 酯 酶 ， 
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图 1 25 8 种 欧 豆 的 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 蛋白 质 的 图 iH 
} | V 及 工分 别 指示 vicilin 及 legumin 类 型 的 多 肽 (参见 Cooke,1984) 4 
了 过 氧化 物 酶 .c 及 B 淀粉 酶 .6- 灰 酸 葡 糖 酸 脱 氢 酶 .乙醇 脱 氢 酶 、 谷 草 转氨酶 亮 氨 酸 氨 肽 
a 酶 .核糖 核酸 酶 等 。 
昌 . 利用 电泳 技术 可 以 改善 品种 鉴定 的 方法 ,帮助 育种 学 家 更 快 地 筛选 阳新 品 种 。 目 前 
我 国 育 条 工作 者 也 开始 运用 电 瀛 技术 ,例如 研究 作物 的 起 这 问 是 ,今后 在 农业 上 电 沪 技 术 
| 将 会 大 大 推广 。 
‘ 


种 子 储 藏 蛋白 的 研究 


种 子 储藏 蛋白 的 研究 近年 来 受到 很 大 重视 ,1983 年 英国 皇家 学 会 曾 举行 过 “种 子 依 
| REA’ HERA", 
Hh 谷类 种 子 蛋白 含量 很 低 , 如 小 麦 只 占 9__16%, 但 是 全 世界 小 麦 籽粒 的 蛋 自 质 产量 很 
大 ,1980 年 约 为 4,000 万 吨 。 因 此 小 麦 蛋白 在 人 类 营养 中 占有 很 重要 的 位 置 。 所 以 提高 
制造 面包 的 小 麦 蛋白 质 含量 和 质量 乃 成 为 小 麦 育 种 的 重要 任务 ,而 研究 种 子 储 藏 蛋白 及 
控制 它们 的 基因 就 成 了 重要 的 课题 。 
| 大 麦 ,小 考 玉米 等 谷类 作物 和 大 豆 、 哎 豆 及 菜豆 的 储藏 蛋白 的 基因 都 属 于 RAAB 
的 基因 ,就 是 只 在 种 子 形成 时 期 启动 ,在 胚乳 或 子叶 中 合成 。 现 在 可 以 从 殉 豆 正 发 育 的 种 
| FPA eS Hit RE A Cvicilin) XB REA Clegumin ) 的 Poly(A* mRNA, Ait VRP 
| 42 ¢ DNA, 并 已 转移 到 pBRs。 质粒 中 。 bee a es 
| 菜豆 中 含有 50% 的 菜豆 球 蛋 白 (phaseolin ), 其 cDNA 含有 1,990 bp, sk AST AS 
ii 子 。 菜 豆 蛋 白 的 基因 已 插入 Ti 质粒 的 T-DNA 中 , 然后 用 质粒 转化 向 日 葵 组 织 ,15 天 后 
” 即 可 收集 瘤 组 织 。 去 年 在 转化 的 向 日 葵 组 织 中 菜豆 蛋白 的 mRNA 在 免 的 网 织 红 细胞 系 


4 统 中 翻译 出 菜豆 球 蛋 白 , 最 近 他 们 已 经 将 菜豆 球 蛋 白 基因 转移 到 烟草 组 织 中 ,从 长 出 的 烟 
| 草 植株 所 结 的 种 子 中 找到 了 菜豆 球 蛋 白 。 这 为 改善 作物 的 蛋白 质 带 来 了 很 大 的 希望 @。 
| 毛 米 的 储藏 蛋白 为 玉米 醇 溶 蛋白 (Zein ), 它 不 含 赖 所 酸 及 色 毛 酸 或 者 含量 极 少 ,因此 
营养 价值 低 。 近 来 发 现 的 突变 种 opaque-2 的 赖 所 酸 含量 很 高 。 普 通 玉米 授粉 后 12 一 50 
天 合成 Zein, 而 opaque-2 合成 Zein 比 普通 玉米 要 晚 几 天 ,而 且 合 成 速度 慢 ,至 胚乳 发育 
中 期 即 停止 合成 。 因 此 ,opaque-2 种 子 比 普通 玉米 所 含 Zein > 50% ,而 胚乳 中 清 蛋 白玉 
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图 2 从 向 日 葵 转 化 组 织 分 离 出 的 菜豆 蛋白 基因 的 Poly(A)RNA 在 
， ”网 织 红 细胞 系统 中 的 翻译 产物 的 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 
Cont. 对 照 。Phas. 将 豆 子叶 组 织 中 的 Poly(A)RNA。 了 12A 向 日 
34940 HAY Poly(A)RNA[F 12 A 为 OCS 基因 (章鱼 碱 合成 酶 ) 与 
菜豆 蛋白 基因 的 融合 产物 , 故 分 子 量 为 52kd]( 人 参见 Murai 等 1983) 


球 蛋 自 的 含量 高 ,因此 赖 氨 酸 含量 亦 高 。 现 在 Zein 的 一 级 结构 已 经 完全 了 解 , 空 间 结构 
亦 有 所 了 解 ,其 基因 的 核 背 酸 序列 已 测定 出 来 , 它 虽然 是 真 核 生物 ,但 Zein 基因 中 没有 内 
Bis 


a 三 、 植 物 的 抗 寒 性 


抗 寒 性 是 作物 的 重要 遗传 性 状 , 过 去 育种 工作 者 要 在 田间 鉴定 作物 的 抗 寒 性 ,现在 可 
以 利用 生物 化 学 方法 鉴定 作物 的 抗 寒 性 。 首 先 植物 的 抗 寒 性 与 生物 膜 有 密切 关 A. 低温 
对 膜 脂 的 流动 性 有 直接 影响 , 抗 寒 性 强 的 植物 膜 脂 的 流动 性 大 。 杨 福 愉 等 (1983) 用 荧 
光 探 剂 及 自 旋 标 记 物 5-NS 测定 证 明 , 抗 冷 的 水 稻 线 粒 体 膜 脂 的 流动 性 比 不 抗 冷 的 水 稻 
膜 脂 的 流动 性 大 。 玉 米线 粒 体 膜 脂 的 流动 性 也 是 抗 寒 品种 比 不 抗 寒 品 种 大 扫 。 此 外 , 搞 
寒 品 种 膜 脂 中 脂肪 酸 链 的 不 饱和 度 与 抗 寒 性 有 关 , 如 水 稳 种 胚 膜 脂 中 的 不 饱和 脂 肪 酸 的 
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含量 与 水 稳 对 低温 的 适应 性 成 正比 , 抗 寒 品种 不 饱和 脂肪 酸 高 ,不 抗 寒 品种 不 饱和 脂肪 酸 


低 。 线 粒 体 膜 脂 的 流动 性 及 膜 脂 不 饱和 脂肪 酸 含量 高 低 都 可 以 作为 抗 寒 性 鉴定 的 指标 。 

另外 , 低温 还 影响 一 些 酶 的 活性 ,如 低温 使 苹果 、 马 铃 曹 的 茉 丙 氨 酸 解 氨 酶 CAL 
活性 增加 。 超 氧 物 歧化 酶 (SOD ) 也 受 低 温 影 响 。 植 物 叶 绿 体 或 线粒体 在 电子 传递 过 程 中 
产生 少量 超 氧 物 0; ,这 种 离子 是 强 氧 化 剂 ,能 氧化 脂 膜 中 的 不 饱和 脂肪酸 链 的 双 键 。 
SOD 将 超 氧 物 转变 成 HO, 使 膜 脂 得 到 保护 ,以 后 HO, 被 过 氧化 氢 酶 分 解 掉 。 番 茹 、 黄 
瓜 受到 低温 后 ,SOD 活性 即行 丧失 , 抗 寒 品种 的 黄瓜 的 SOD 活性 比 不 抗 寒 品种 为 高 。 植 
物 在 冻害 过 程 中 细胞 质 膜 中 的 Mg8…-ATP 酶 活性 降低 ,直至 完全 失 活 。 经 过 低温 (5Y ) 搞 
KBR HD, RI ATP 酶 仍 保持 较 高 的 活性 ,而 未 经 锻炼 的 细胞 质 膜 AITP 酶 活性 受 
Hi) 4M fill? 


四 、 植 物 的 抗 盐 性 


盐碱地 在 我 国 占有 很 大 面积 ,共有 四 亿 五 千 万 亩 , 它 是 影响 我 国 粮食 产 量 的 重要 因 
素 。 因 此 研究 植物 对 渗透 压 的 调节 ,培育 抗 盐 品 种 是 解决 盐碱地 生产 农作物 的 重要 课题 。 

植物 的 抗 盐 能 力 与 体内 的 且 氨 酸 或 甜菜 碱 浓度 有 密切 关系 。 如 盐碱地 生长 的 耐 盐 植 
物 的 甜菜 碱 含 量 高 达 400 v mol/ 克 干 重 ,这 是 它们 能 抵抗 盐 碱 土 的 高 渗透 压 的 重要 原因 ， 
因此 研究 植物 对 高 渗透 压 的 调节 成 为 重要 问题 。Valentine 等 (1982) 发现 克 氏 杆菌 在 高 
渗透 压 的 培养 基 (0.8 mol/L NaCl) 上 不 能 生长 ,但 是 如 在 培养 基 中 加 0.25 一 0.5 mmol/L 
的 有 婧 氨 酸 或 甜菜 碱 , 细菌 即 能 生长 。 他 们 筛选 出 一 个 耐 高 渗 的 突变 种 ,其 中 有 一 耐 高 渗 的 
基因 (O,。 基因 ) ,此 基因 能 产生 过 量 的 且 氛 酸 。 他 们 用 遗传 工程 技术 将 一 种 对 BEB BER 
感 的 克 氏 杆菌 转变 成 抗 高 渗 的 菌株 ,此 菌株 在 0.6 mol/L NaCl ee Ee 
fii AR. LEIS ZFEIETE NaCl 时 高 十 倍 之 多 5]。 

Packer 等 (1983) 发 现 蓝 菠 ( 念 珠 藻 Nostoc, 或 聚 球 藻 Synechococcus) 能 抗 高 浓度 的 
盐 , 在 0.6 mol/L NaCl 条 件 下 积累 大 量 蔗 糖 ,细胞 内 蔗糖 浓度 可 高 达 0.6 mol/LC 1。 


图 3 甘氨酸 甜菜 碱 作为 渗透 调节 的 化 合 物 在 培养 四 中 含 0.8mol/L NaCl 克 氏 肺炎 杆 
菌 仍 能 生长。 图 中 数字 以 mmol/ 为 单位 (参见 LeRudulier 1982) 
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野生 型 +0.5 mmol/L +1 mmol/L+0.5 mmol/L iigame +1mmol/L 
: ped 甜菜 碱 He P 过 量 产生 者 AER 
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4 RFrAERARYIAN, RIB (O.S mmol/L) ,外 源 甘 氛 酸 甜菜 碱 或 上 述 的 结合 对 克 氏 肺炎 杆 
菌 固 氛 作用 的 刺激 (参见 LeRudulier 1982) 


利用 DNA 重组 技术 将 植物 的 高 渗 基 因 转 到 作物 中 去 ,提高 作物 的 抗 盐 性 , 将 是 今后 
， 农业 生化 的 重要 课题 之 一 。 


五 、 植 物 的 抗 病 性 


植物 病害 是 影响 农业 生产 的 重要 因素 之 一 ,通常 每 年 由 于 病害 就 使 粮食 减产 10% 以 
上 。 近 年 植物 病害 的 生化 研究 受到 重视 ,对 提高 植物 的 抗 病 性 会 有 所 帮助 。 

马铃薯 有 一 种 类 病毒 病 , 称 为 马 铃 曹 纺锤 块根 病毒 (PSTV)。 类 病毒 只 有 小 病毒 分 子 
的 四 十 分 之 一 ,由 一 个 裸露 的 RNA 分 子 组 成 。 美 国 农业 研究 中 心 利 用 遗传 工程 技术 将 
 PSTV 的 RNA 经 过 反 转 录 已 经 得 到 cDNA, 用 同 位 素 标 记 克 隆 的 cDNA, 通过 cDNA 与 
| PSIV 的 分 子 杂交 , 可 以 进行 类 病毒 的 诊断 。 马 铃 薯 感染 极 微量 的 PSTV, 用 此 法 即 可 检 
查 出 来 。 马 铃 薯 的 类 病毒 病 没 有 治疗 方法 ,现在 用 这 种 诊断 方法 在 育种 过 程 中 将 带 病毒 
的 植株 清除 , 从 而 可 以 控制 病害 的 草 延 (9。 

植物 病毒 病 是 威胁 作物 的 严重 病害 ,近年 从 生化 方面 研究 病毒 的 防治 有 不 少 进展 。 
心 叶 烟 CNicotiana 8g8Iutinosa) 感 染 TMV 后 ,形成 局 部 坏死 病 斑 , 即 不 再 感 染 TMV 或 其 他 
病毒 。 这 种 情况 与 动物 病毒 很 相似 ,动物 细胞 感染 病毒 后 产生 和 干 扰 A. Sela 等 (1981) 证 
明 将 人 的 干扰 素 引 入 烟草 叶片 中 , 然后 接种 TMYV, 病毒 的 繁殖 受到 明显 的 抑制 。 在 含有 
抗 病毒 基因 (N 基 因 ) 的 心 叶 烟 中 鉴定 出 一 种 抗 病毒 因子 (AVF), 它 使 ITMYV 的 周身 性 传 
播 变 为 局 部 感染 ,形成 坏死 病 班 。AVF 为 一 种 磷酸 化 的 糖 蛋 白 , 分 子 量 22,000, 与 干扰 素 
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让 


十 分 相似 。 用 纯化 的 AVE 能 有 效 地 抑制 植物 病毒 的 感染 ,因此 有 人 称 之 为 植物 于 ot 
Zl, 

此 外 ,White 等 (1980) 发 现 一 种 普通 烟草 感染 TMV (烟草 花 叶 病 毒 ) 后 产生 一 种 b 蛋 ， 
白 ,这 种 蛋白 可 以 用 酸性 缓冲 液 (pH 2.0) 提 取出 来 。 健 康 植株 不 含 b 蛋 自 ,感染 TMV 后 
产生 b 蛋白 , 即 具有 抗 TMYV 的 能 力 。 如 果 用 阿 斯 匹 林 ( 或 多 聚 丙烯 酸 ) 注 射 烟 草 (50ug/ 1 
ml1), 叶 子 中 也 产生 b 蛋白 ,以 后 再 接种 TMV 即 不 被 感染 。 他 们 也 认为 ,这 种 b 蛋 自 的 产 
生 与 动物 感染 病毒 后 产生 干扰 素 很 相似 Do 。 | 

烟草 不 只 感染 病毒 后 能 产生 b 蛋白 ,而 且 感染 真菌 ( 姻 章 黑 腐 病菌 Ticlaviopsis } 
basicola) 后 也 产生 蛋白 ,其 分 子 量 为 15,600。 烟 草 感染 真菌 后 形成 局 部 的 坏死 病 斑 , 真 ， 
菌 被 包围 ,不 再 蔓延 。 我 们 相信 ,今后 在 这 方面 生化 问题 的 深入 研究 必 将 对 植物 病 居 的 防 
治 开辟 出 新 的 途径 。 


刺激 或 激 话 真菌 侵 染 2 
ENZN’) (Phos | pee | 
pre—A VF—— | —-AVF—— 保护 活性 
BR | 
运输 到 邻近 细胞 ‘RNA 
温度 敏感 阶段 ”包含 b 蛋 白 〈?) 
| Tees: 
Pete de ey) he a aaa see 
(病毒 复制 及 翻译 的 选择 性 抑制 ) 
AS AVF 产生 的 机 理 的 示意 图 (参见 Sela 1981) 
A B ea 
一 一 一 Mi ieee, abt Aas gee lg 
re | 0 1 0 L 0 省 
a Ra Rn 一 一 Ra 


6 烟草 (White Burley 品种 ) 可 溶性 蛋白 育 两 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 的 扫描 图 。 中 
(A) 健康 叶片 ; (B) TMV 侵 染 的 叶片 ,接种 后 7 天 ;(C) 瘤 组 织 ;(B)，(C) 中 出 现 b 蛋白 (参见 Antoniw 等 
1983) 让 
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六 、 豆 科 植 物 的 共生 固 氨 作用 


。。 近 利 来 在 非 共生 固氮 菌 固氮 酶 的 作用 机 理 方面 已 经 进行 了 深入 的 研究 。 此 外 ,在 豆 
。 科 植 物 与 根瘤 菌 的 共生 关系 方面 也 进行 了 生化 和 分 子 生 物 学 研究 。 

根瘤 菌 与 豆 科 植 物 的 共生 关系 包括 以 下 过 程 :(1) 寄主 植物 与 根瘤 菌 的 互相 识别 ; 
(2) 根瘤 菌 侵入 根 毛 ; (3) 形成 侵 染 线 , 侵 染 皮 层 细胞 ; (4) 根 的 皮层 细胞 产生 根瘤 。 

现 已 阐明 根瘤 菌 与 豆 科 植 物 的 识别 是 由 于 糖 蛋白 的 作 用 。 Dazzo 等 (1982) 证 明 ,三 
叶 草 能 分 沁 一 种 糖 蛋白 一 三叶草 蛋白 AtrifolinA ) 到 根 的 周围 ,其 分 子 量 为 50,000， 
它 能 与 三 叶 草 根瘤 菌 专 一 地 结合 。 根 瘤 菌 糖 蛋白 复合 物 则 与 根 毛 上 的 受 体 结合 。 三 叶 草 
蛋 自 A 能 识别 三 叶 草 根 毛 及 三 叶 草 根瘤 菌 上 相似 的 糖 基 , 以 互补 方式 将 它们 结 合 BR. 
使 根瘤 专 一 地 结合 在 根 毛 表面 上 cl。 


sw e ie 
图 7 22H E5SRBRNKRSBSS ABE 标 记 图 8 =H RA (Rhizobium trifoli 
的 多 糖 与 三 叶 草根 毛 共 同 保温 。 根 部 的 荧光 摄影 表明 0403) 与 三 叶 草根 毛尖 端 结合 后 15 
根瘤 菌 多 糖 的 结合 局 限于 根 毛 (SAD) 或 根 毛 原 基 分 钟 的 扫描 电子 显 微 照 相 (参见 

( 双 箭 头 ) ,这 些 分 化 的 细胞 作为 根瘤 菌 侵 染 的 缀 细胞 Dazzo, 1981) 


(参见 Dazzo, 1981) 


根据 此 模型 ,根瘤 菌 及 三 叶 草 上 的 抗原 交叉 的 糖 受 体 能 与 三 叶 


9 根瘤 菌 与 根 毛 结合 的 模型 
草 凝 集 素 三叶草 蛋白 A 专 一 地 交 联 (BM Dazzo,1981) 
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Verma 等 (1983) 对 豆 科 植物 感染 根瘤 菌 以 后 的 变化 进行 了 研究 。 fem one 

后 衫 中 的 豆 血 红 蛋 白 及 结 fH FA (modulin ) 基 因 就 开始 启动 ,积累 大 量 豆 血 红 蛋 自 及 结 
pale Sey 这 些 基因 的 启动 比 固 氨 活性 的 出 现 要 早 五 天 左右 ra 

豆 血 红 蛋 白 对 豆 科 植物 的 共生 固氮 非常 重要 ， 因为 固氮 酶 是 厌 氧 的 , 豆 血 红 蛋 白 有 保 
护 固氮 酶 不 受 氧 毒害 的 作用 。 结 瘤 蛋白 具有 结 瘤 作 用 ,根瘤 形成 之 前 根瘤 菌 感 染 区 就 开 
始 积累 结 瘤 蛋白 的 mRNA, 此 时 根 组 织 快速 增长 ,第 11 天 左右 根瘤 即 形成 。 Verma 用 大 
豆 结 瘤 蛋 白 的 基因 的 mRNA 经 过 反 转 录 得 到 cDNA, 克 隆 后 作为 探 针 研究 结 瘤 蛋白 基因 
WR RF FN, HBR 7 Bll 4770, 1,150, 3,150, HES BW HA 24,000, 27,000 及 
100,000, cDNA 能 与 大 豆 DNA 杂交 ,而 不 与 根瘤 菌 的 DNA 322%, iE ee 
因 是 寄主 产生 的 。 

如 果 根 的 培养 介质 中 含有 15 mmol/L 的 硫酸 铵 , 则 豆 血 红 和 蛋白 及 结 瘤 蛋 自 的 mRNA 
都 不 能 诱导 出 来 。 

今后 在 进一步 了 解 豆 科 植物 结 瘤 的 机 理 之 后 ,就 有 可 能 通过 糖 和 白 的 识别 作 用 扩大 
优良 根瘤 菌 种 的 共生 寄主 范围 ,并 且 有 可 能 调节 结 瘤 蛋白 的 作用 ,促进 豆 科 植物 结 瘤 ,从 
而 增加 豆 科 植物 的 固 气 作用 。 
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发 展 我 国 的 生物 工程 
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(中 国 科 学 院 生物 化 学 研究 所 ) 
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、 细 胞 工程 
AS、 有 计划 地 促进 生物 工程 的 发 展 
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关于 生物 工程 ,近来 报纸 .杂志 已 经 有 较 多 的 介绍 “生物 工程 ?这 个 词 , 译 自 英文 的 
Biotechnology, 有 的 也 译 为 “生物 技术 ?或 “生物 工艺 ?。 

生物 工程 的 内 容 就 是 综合 利用 微生物 学 、 分 子 遗 传 学 ,生物 化 学 、 细 胞 生 物 学 ,化 学 、 
物理 学 等 的 最 新 研究 成 果 , 与 化 学 工程 .发酵 工程 以 及 电脑 相 结合 形成 一 门 新 兴 科 学 技 
术 , 为 国民 经 济 建设 服务 ,为 人 类 造福 ,因此 引起 世界 各 国政 府 及 企业 家 的 重视 并 积 极 投 
资 进行 开发 研究 ,以 期 形成 一 门 新 兴 产 业 。 

生物 工程 所 以 引起 人 们 的 重视 是 因为 它 有 很 多 优越 性 。 


1. 利用 再 生 资源 


植物 通过 光合 作用 生成 的 淀粉 .纤维 素 都 可 以 作为 生物 工程 开发 的 资源 ,这 些 资源 是 
可 以 再 生 的 ,因此 生物 工程 不 受 资源 限制 ,有 广阔 的 发 展 前 景 。 南 美 巴西 缺乏 石 油 资源 ， 
大 量 利用 木 警 、. 甘 芒 等 发 酵 生 产 酒精 ,代替 汽油 作为 燃料 和 工业 原料 。 我 国 利用 再 生 资源 
发 酵 生 产 沼 气 解决 农村 燃料 也 获得 很 好 效果 。 


2. 革新 生产 工艺 


很 多 化 学 工业 和 医药 工业 在 高 温 , 高 压条 件 下 进行 ,有 的 反应 步骤 多 , 产 率 低 ,污染 环 
境 , 而 利用 微生物 或 酶 催化 的 反应 可 在 常温 常 压 下 进行 ,微生物 能 将 很 多 反应 集中 在 细胞 
中 完成 , 酶 俱 化 反应 专 一 而 迅速 。 利 用 这 些 特点 对 现 有 的 化 学 工业 、 医 药 工业 中 的 某 些 过 
程 进行 改革 ,以 提高 收 率 , 节 约 能 源 、 降 低 成 本 ,减少 环境 污染 是 完全 可 能 的 。 


3. 提供 新 的 生产 途径 


生物 工程 技术 可 解决 某 些 传统 技术 或 常规 技术 难于 解决 的 问题 。 如 生长 激素 对 治疗 
侏 俩 症 ,儿童 生长 迟缓 以 及 促进 伤口 愈合 等 表现 出 良好 的 效果 。 但 由 于 种 属 特异 性 限制 ， 
人 生长 激素 只 能 从 人 的 脑 下 垂体 获得 ,不 可 能 大 量 提取 以 满足 需要 ,现在 可 以 利用 生物 工 
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程 方法 用 细菌 进行 生产 。 另 外 生物 工程 技术 为 一 些 疾 病 的 诊断 、 To 
解决 途径 ,在 农业 ,能 源 以 及 环境 保护 各 方面 也 能 广泛 地 应 用 。 
4. 改进 生物 品种 


通过 基因 工程 、 人 植物 、 PE: PO ae 种 以 满足 
”人 们 的 需要 。 


BA’, Se iY a ae 


基因 工程 即 DNA 重组 技术 ,按照 人 们 的 需要 利用 分 子 生 物 学 的 方法 分 离 目的 基因 
或 者 分 离 所 需要 的 信使 RNA, 经 过 反 转 录 合成 相应 的 DNA 基因 ,经 过 适当 的 剪裁 与 
DNA 载体 重组 然后 导入 寄主 细胞 进行 克隆 和 表达 ， 生产 人 们 所 需要 的 物质 。 这 个 过 程 可 
以 参考 图 1 。 


1. 乙 型 肝炎 表面 抗原 疫苗 


据 调 查 全 世界 的 乙 型 肝炎 患者 在 二 亿 以 上 ,在 肝炎 的 患者 中 约 10% RE Ke me, 
有 的 还 进一步 发 展 成 为 肝癌 。 由 于 肝炎 病毒 只 能 在 人 和 黑猩猩 的 肝脏 繁殖 ,利用 细 胞 进 : 
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ARIES Aaah In T WIAA Se, A IA OZ. 
。 型 肝炎 表面 抗原 蛋白 ,制造 疫苗 ,需要 灭 活 以 防 病毒 颗粒 的 存在 而 引起 感染 ,所 有 血 液 必 
用 是 乙 型 肝炎 核心 抗原 阴性 ,表面 抗原 阳性 ,因此 血液 来 源 是 重要 的 限制 因素 。 利 用 直人 


工程 方法 将 乙 型 肝炎 表面 抗原 基因 于 酵母 或 动物 细胞 中 进行 高 效 表达 ,已 经 获得 成 功 , 产 
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ae ae ey 
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2. 人 的 生长 激素 
如 前 所 述 对 于 治疗 侏儒 症 . 儿 童生 长 迟缓 .烧伤 .骨折 和 促进 伤口 愈合 均 有 疗效。 由 


。 于 种 属 专 一 性 的 限制 ,人 的 生长 激素 只 能 从 人 的 脑 下 垂体 提取 ,无 法 满足 需要 。 基 因 工 程 


技术 使 人 的 生长 激素 基因 在 动物 细胞 或 细菌 细胞 中 表达 , 提供 了 一 个 新 的 解 决 途径 。 其 
他 如 溶解 血栓 的 酶 类 、 胰岛素 .干扰 素 、 细 胞 介 素 等 蛋白 质 及 多 肽 的 基因 工程 技术 CAR 


得 成 功 并 积累 了 较 多 的 经 验 。 


为 了 使 生物 工程 这 门 新 兴 科学 技术 迅速 发 展 ,需要 进行 大 量 的 开发 研究 工作 。DNA 
合成 技术 是 一 个 重要 的 方面 ,如 生长 激素 约 600 个 碱 基 对 DNA 的 合成 ,干扰 素 Y 146 个 
氨基 酸 相应 基因 的 合成 ,胰岛 素 A 及 了 链 及 胰岛 素 原 基因 的 合成 等 。 另 外 DNA 片段 的 
合成 作为 检测 的 探 针 ,或 两 大 片段 的 接头 等 更 是 常用 的 技术 。 目 前 看 来 DNA 合成 技术 
比 多 肽 合成 容易 ,当然 还 要 建立 DNA 片段 纯化 技术 ,顺序 分 析 技 术 , 多 肽 的 序列 分 析 等 ， 
不 同 寄主 细胞 质粒 的 组 建 , 高 效 表达 启动 子 的 开发 ,分 泌 性 产物 表达 的 研究 ,还 有 更 为 重 
要 的 是 基因 工程 产品 的 分 离 , 纯 化 , 即 所 谓 后 处 理工 艺 的 开发 。 除 此 之 外 ,还 必 须 建立 我 
自己 的 试剂 供应 渠道 ,如 各 种 限制 性 内 切 酶 , 反 转 录 酶 ,核酸 连接 酶 等 生化 试剂 ， 磷 、 
USB Si. PERCH (Ca, WR ERT TIL. DNA 合成 仪 ,. 氛 基 酸 序列 分 析 仪 。 根 
据 我 国 的 基因 工程 开发 情况 适当 建立 一 些 P2 和 了 3 级 实验 室 , 建 立 电脑 控制 的 基因 库 ， 
因此 需要 有 远见 的 规划 和 足够 的 投资 ,有 组 织 地 进行 开发 。 
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酶 是 生物 体 合 成 生物 大 分 子 的 催化 剂 , 它 的 特点 是 特异 性 强 , 催 化 效率 高 ,并 能 在 常 
副 常 压 下 进行 反应 。 现 在 可 以 利用 适当 的 材料 将 酶 或 微生物 细胞 固定 化 , 装 入 反应 器 应 
用 于 生产 过 程 。 酶 反应 器 的 应 用 将 使 医药 工业 ,化 学 工业 的 生产 发 生 重大 改革 ,因为 酶 反 
应 器 有 体积 小 .效率 高 ,节省 能 源 、 减 小 污染 的 特点 。 酶 工程 在 生物 工程 中 的 地 位 请 参看 


下 图 。 
酶 制剂 
微生物 | 食品 


饲料 
{ 化 工 产品 
临床 诊断 
ea) as 环境 监测 
工程 细胞 


人 工 脏 器 
治疗 
'| 能 源 
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酶 或 微生物 的 固定 化 方法 很 多 , 有 共 价 键 连接 于 载体 ,吸附 于 载体 . 凝 胶 包 埋 法 等 。 
现在 已 经 应 用 于 工业 生产 的 固定 化 酶 反应 器 种 类 有 许多 种 并 还 在 不 断 增多 。 


1. 氨基 酸 酸化 酶 


氛 基 酸 作为 食品 添加 剂 ,饲料 添加 剂 .医药 用 品 等 使 用 。20 种 氟 基 酸 世 界 年 生产 总 

量 超过 30 万 吨 ,天然 氨基 酸 为 工 型 ,化 学 合成 的 氨基 酸 为 D. 工 型 混合 物 。 为 了 将 DLL 
型 中 的 工 氢 基 酸 分 离 出 来 , 先 将 D、L 氨基 酸 乙 酰 化 ,然后 用 氨基 酸 乙酰 化 酶 选择 Ke 
工 型 ,残留 的 D 型 氨基 酸 再 经 过 消 旋 化 变 成 D.L 型 ,继续 循环 ,如 下 式 ， 
-一 > D.L 氨基 酸 

乙酰 化 

乙酰 D、 上 和 氮 基 栈 

+ haga 
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J TS 1 
一 D 氨基 酸 L 氨基 酸 
固定 化 的 所 基 酸 酰 化 酶 已 用 于 工业 生产 ,并 获得 很 好 的 效果 


2. 葡萄 糖 异 构 化 酶 


果糖 甜 味 糖 桨 用 于 甜 味 饮料 \ 点 心 ,糖果 等 食品 的 制造 , 甜 度 `. 风味 比 蔗 糖 好 。 先 将 玉 
米 淀 粉 为 原料 转化 生成 葡萄 糖 , 但 由 于 葡萄 糖 甜 度 比 果 糖 低 得 多 ,因此 用 葡萄 糖 异 构 化 酶 
将 葡萄 糖 转化 成 果糖 , 下 式 反应 是 一 种 平衡 反应 : 


葡萄 糖 葡萄 糖 异 构 化 酶 果糖 


反应 产物 实际 上 是 果糖 和 葡萄 糖 的 混合 物 , 其 中 果糖 占 42% 左 右 , 但 混合 物 甜 度 可 达到 
蔗糖 水 平 。 这 种 果糖 浆 美国 年 产量 近 500 万 吨 , 日 本 近 200 万 吨 , 每 公斤 固定 化 的 酶 ( 包 
括 载体 重量 ) 可 转化 葡萄 糖 5 一 6 吨 。 


3. 青霉素 酰 化 酶 


随 着 青霉素 的 大 量 使 用 ,多 年 来 危害 人 类 健康 但 对 青霉素 敏感 的 细菌 产生 了 耐 药性 ， 
使 青霉素 的 疗效 大 为 降低 。 为 了 解决 细菌 对 青霉素 的 耐 药性 ,合成 了 许多 青霉素 衔 生物 
即 半 合成 青霉素 ,这 不 仅 解决 细菌 的 耐 药 性 而 且 还 扩大 了 青霉素 类 药物 的 抗菌 谱 。 生产 
半 合 成 青霉素 关键 的 一 步 是 用 青霉素 酰胺 酶 将 青霉素 G 的 葵 乙 酰基 切断 ,生成 青 BRE 
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(6-APA), 然后 以 青霉素 胺 为 原料 ,以 不 同 酰基 取代 合成 了 一 系列 新 的 衍生 物 。 美 国 \ 日 
本 等 国家 所 生产 的 青霉素 类 药物 中 人 工 半 合 成 青霉素 占 绝 大 部 分 。 青 霉 素 酰胺 酶 固 相 化 
反应 器 在 此 过 程 中 发 挥 了 巨大 的 作用 。 

固定 化 酶 反应 器 应 用 很 广 , 这 里 不 一 一 列举 。 

固定 化 酶 方法 与 电极 相 结合 ,运用 于 监测 系统 称 为 生物 传感器 , 其 特点 是 利用 了 酶 反 
应 的 专 一 性 .迅速 ,简便 ,精确 地 测定 某 一 系统 中 的 特定 成 分 。 下 表 列 举 数 种 以 供 人 参考 。 


检测 物质 | Be 固定 化 方法 ac 固定 化 酶 电极 测定 浓度 范围 mg/1 
ame | samen | | 氧 电极 | 1—5X 10" 

| comes | xme | 氧 电 极 | 5—1x 10° 

| a | KE 所 电极 10—1 x 10° 
mam | wees | 共 价 键 “| acum | 10—5x 10" 


生物 传感器 在 生产 和 临床 检查 中 都 发 挥 了 很 大 作用 。. 

在 酶 工程 开发 中 应 开发 稳定 性 高 含量 丰富 的 酶 的 来 源 , 研 究 适 用 于 工业 生产 过 程 固 
定 化 酶 反应 器 ,研究 辅酶 固定 化 技术 与 再 生 技 术 , 研 究 多 酶 系统 的 固定 化 技术 ,研究 酶 的 
分 离 、 纯 化 技术 等 。 固 定 化 酶 和 固定 化 细胞 在 生产 过 程 中 的 应 用 ,在 近期 取得 经 济 效益 是 
切实 可 行 的 。 


a a 
发 酵 工 程 是 在 传统 发 酵 工 艺 的 基础 上 发 展 而 来 的 ,与 传统 的 发 酵 相 比 有 下 列 特点 ， 
传统 微生物 发 醇 | & 8 xt 8 
fal SEB 连续 或 半 连 续 发 醇 
悬浮 细胞 固定 化 细胞 
较 低温 度 较 高 温度 
细胞 利用 一 次 反复 使 用 
天 然 菌 种 或 化 学 物理 方法 诱 变 基因 工程 \ 细 胞 融合 
间接 测定 反应 系统 中 成 分 传感器 直接 测定 
简单 控制 电子 计算 机 控制 


除了 上 述 特点 之 外 ,发 酵 工程 还 利用 微生物 的 酶 系 进行 生物 转化 ,近来 发 展 迅速, 应 


用 范围 广泛 。 

(1) 省 体 化 合 物 的 转换 
羟 化 反应 
还 原 反应 
侧 链 切 断 反 应 

(2) 生物 碱 类 的 转化 
喜 树 碱 的 转化 
毛 地 黄 的 转化 
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(3) 化 工 产品 的 转化 
烯烃 类 化 合 物 的 氧化 ,香料 化 合 物 的 生产 
丙烯 氰 转化 为 丙烯 酰胺 
酮 类 化 合 物 的 转化 合成 
(4) 抗生素 衍生 物 
人 工 半 合成 青霉素 ,头孢 霉 素 
(5) 糖 的 转化 
(6) BRR WH Am 
(7) ABN EK 
(8) 有 机 酸 的 合成 
(9) 维生素 C 的 合成 
(10) 环境 保护 中 的 应 用 
固定 化 的 酵母 用 于 酒精 的 生产 ,反应 器 体积 小 ,酵母 浓度 高 达 -10"/ 毫升 ,， 糖 塞 转化 率 
高 ,维修 ,管理 .能 源 等 费用 下 降 , 与 传统 酒精 发 酵 相 比 , 降 低 成 本 约 20%。 
省 体 化 合 物 的 转化 ,利用 丙酮 干燥 的 菌 体 进行 脱 氢 或 羟 化 ,例如 : 


CH,OH | CH,OH 
c-o ee 
Boy HO AYA 
oh C2 a NE 
SA/ DIY 
CH,OH CH,OH 
C=0 C=0 
| ye Cha 11-B- 产 化 OA rye 
oy O00" 
oY o44\/ 


2H ad FS FD E10 PRR RP He, 2 BET FE HEE ALAA PR, CE 
化 合 物 的 生产 过 程 中 发 挥 了 重要 作用 。 

利用 尼龙 生产 过 程 中 产生 的 副 产 物 环 乙烯 为 原料 ,经 过 化 学 合成 和 发 酵 工程 相 结合 ， 
开发 了 万 吨 量 赖 氨 酸 的 生产 工厂 ,以 满足 饲料 ,食品 .医药 中 对 赖 氨 酸 这 一 必需 氨 基 酸 的 
需要 ,过 程 如 下 图 : 
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fe 20 FA AA ARTE CRM. 

Fl FARES ARAN CRATE, TUE DSRS SO BF 85TH 
BH 100—200 小 时 ,每 升 含量 达 200 克 , 日 本 已 建立 月 产 10 吨 的 工厂 。 

关于 发 酵 工 程 的 开发 应 在 传统 发 酵 工艺 的 基础 上 ,利用 经 典 的 筛选 菌 种 的 方 法 与 基 
因 工 程 、 细 胞 融合 技术 相 结合 ,开发 菌 种 资源 、 建 立 菌 种 库 、. 开 发 新 的 医药 食品 ,化 工 工业 
驳 生 产 工艺 ,开发 电脑 控制 多 参数 的 发 酵 设备 。 
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2A Ad Fe ES Ha 7K AE Et tT RE, TES IE PAE 
特定 的 细胞 株 , 目的 在 于 人 为 地 改良 生物 品种 ,加 速 繁育 动物 ,植物 ,并 利用 大 量 培养 的 细 
胞 ,生产 有 用 物质 。 例 如 烟草 细胞 以 20 吨 规模 大 量 培养 24 小 时 , 细胞 增殖 一 倍 , 可 以 生 
产 强 心 物质 作为 药物 。 在 以 财 栗 细胞 培养 生产 的 生物 碱 中 ,有 些 成 分 是 阿片 组 成 中 没有 
的 中 间 产 物 。 从 最 近 的 发 展 看 ,特别 是 药 用 植物 细胞 的 大 量 培养 具有 重要 的 经 济 意 义 。 
利用 植物 细胞 原生 质 体 进行 融合 培育 新 的 植物 品种 ,种 内 、 种 间 的 杂交 都 已 获得 成 功 。 植 
物 基因 工程 的 开发 将 为 改良 农作物 品种 ,快速 繁殖 有 经 济 价值 的 作物 开辟 新 的 途径 。 

动物 细胞 的 大 量 培 养 , 特 别 是 无 血清 大 量 培养 技术 作为 基因 工程 的 寄主 细胞 ,具有 很 
多 优点 ,表达 产物 分 泌 到 细胞 外 ,并 能 对 表达 的 蛋白 质 或 肽 进行 糖 基 化 修饰 ,这 些 对 于 基 
因 工 程 产 品 的 分 离 、 纯 化 等 后 处 理 过 程 提 供 了 方便 条 件 。 动 物 细胞 进行 融合 创造 的 杂交 
瘤 细 胞 ,目前 为 单 克 隆 抗 体 的 生产 基础 , 单 克隆 抗体 的 免疫 试剂 药 箱 对 于 临床 检测 提供 了 


Sy IM 


\ 
科 院 植物 所 图 书馆 


wl I ML 


il | 


准确 灵敏 的 方法 ,已 经 创造 了 数 亿 元 的 产值 。 除 用 于 临床 检测 外 , 随 着 单 克 隆 抗 体 的 大 量 
生产 ,利用 它 进 行 蛋 和 白质 纯 化 。 以 及 尝试 应 用 于 治疗 也 正在 开发 。 如 人 工 肺癌 细 胞 杂交 
瘤 细 胞 离 体 培 养 可 达到 10" 细胞 /毫升 的 密度 ,产生 的 单 克 隆 抗 体 量 为 960 毫克 / 升 培养 
该 。 

利用 动物 细胞 生产 各 种 疫苗 ,如 法 国 蒙 里 埃 公 司 每 年 生产 .10 亿 份 口蹄疫 疫苗 ,以 及 
ABW) JLRS. 

在 细胞 工程 领域 中 应 该 进行 下 述 开 发 ,如 细胞 的 大 量 培 养 技 术 , 生 产 有 用 DAs ale 
融合 技术 ,显微镜 下 操作 放电 融合 ,电极 放电 融合 以 及 双 电 泳 融合 技术 等 ;细胞 水 平 上 的 
基因 工程 精细 操作 , 细胞 器 的 移植 ;细胞 的 无 血清 培养 技术 ; 细胞 工程 产物 的 分 离 ` 纯 化 ; 
杂交 瘤 的 培养 ,特别 是 人 -人 杂交 瘤 的 开发 等 。 


六 、 有 计划 地 促进 生物 工程 的 发 展 


(1) 已 经 开展 生物 工程 方面 工作 的 研究 所 和 大 学 ,加 强 培养 这 一 领域 的 研究 生 , 如 细 
胞 专业 ,基因 工程 专业 \ 酶 及 发 酵 工程 专业 等 。 同 时 也 要 加 强 有 关 专 业 基础 理论 方面 人 才 
的 培养 ,鼓励 研究 所 和 大 学 合作 以 解决 生物 工程 新 兴 领 域 中 师资 的 不 足 。 

《2) 加 强 产业 部 门 与 专业 研究 部 门 的 合作 ,使 研究 成 果 尽 快 地 转变 为 生产 力 。 

(3) 有 针对 性 地 选派 人 员 出 国 进修 ,引进 国外 先进 技术 ,加 速生 物 工 程 开 发, 特 别 是 
后 处 理工 艺 的 开发 。 

(4) 加 强国 际 合作 ,引进 必要 的 技术 ,聘请 国外 专家 来 中 国 短期 工作 等 。 

(5) 加 强 情报 资料 工作 。 

(6) 解决 生物 工程 开发 中 所 需要 的 试剂 和 仪器 。 
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